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RÉSUMÉ 
La malaria, maladie causée par le protozoaire Plasmodium, tue chaque année plus d'un 
million de personnes. L'émergence de parasites résistants à plusieurs traitements anti­
malariques ainsi que l'absence de vaccin efficace rendent la lutte contre le Plasmodium de 
plus en plus difficile. Afin de pouvoir identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et 
d'optimiser l'efficacité des vaccins dans les zones endémiques, une meilleure compréhension 
des interactions hôte/parasite est nécessaire. Lors de la malaria, un état d'immunosuppression 
systémique est induit par le parasite. Cet état de suppression immunitaire pourrait être à 
l'origine de la persistance du parasite au sein de l'hôte ainsi que de la difficulté à obtenir une 
protection efficace contre la réinfection décrite dans les zones endémiques. Mieux 
comprendre comment le Plasmodium interfère avec la réponse immunitaire permettra de 
mettre en place des thérapies favorisant la résolution des infections par ce parasite. Dans ce 
sens, notre étude a pour but d'évaluer l'activation des cellules T régulatrices naturelles 
(TregN) ainsi que la modulation de la physiologie des macrophages (MP) Jors des infections 
par Plasmodium. 
Une étude antérieure a suggéré que l'activation des cellules TregN lors des infections 
par Plasmodium yoelii l7XL (PyL) était impliquée dans le développement de 
l'immunosuppression et permettait au parasite d'échapper au système immunitaire. En 
utilisant un modèle alternatif d'infection par Plasmodium, nous avons démontré que 
l'activation des cellules TregN pouvait aussi représenter un mécanisme protecteur pour 
l'hôte. Lors des infections par Plasmodium chabaudi adami (Pca) chez les souris BALB/c, 
l'activation des cellules TregN permet de tempérer la réponse immunitaire afin d'éviter le 
développement d'une inflammation excessive sans toutefois affecter le contrôle du parasite. 
Ainsi, il semblerait que le rôle des cellules TregN lors des infections par Plasmodium 
dépende de l'espèce du parasite considérée. 
Les infections par Plasmodium sont associées à une diminution de la sécrétion 
d'interleukine 12 (IL-12) et de la viabilité des MP ayant vraisemblablement des répercussions 
sur le développement de la pathologie et le contrôle du parasite. Notre étude a démontré que 
l'hémine (HE), produite suite à l'oxydation de l'hème provenant de l'hémoglobine (Hb), 
pourrait être impliquée dans ces deux phénomènes. Lors des infections par Plasmodium, les 
MP entrent en contact avec et internalisent des quantités importantes de ce composé ferrique 
via la phagocytose de globules rouges (GR) parasités ou abimés ainsi que via J'ingestion 
d'Hb et/ou d'HE libérées dans le sang suite à la lyse des érythrocytes. ln vitro, des doses 
physiologiques d'HE diminuent de manière significative la quantité d 'IL-12 sécrétée par les 
MP dérivés de la moelle osseuse en réponse à une stimulation avec l'interféron gamma (IFN­
y) et le lipopolysaccharide (LPS). L'HE agit principalement sur l'effet synergique de l'IFN-y 
et ceci d'une manière dépendante de l'interleukine 10 (IL-JO), de la MAPK (de l'anglais 
"mitogen activated protein kinase") p38 et du stress oxydatif. D'autre part, l'utilisation de GR 
de souris infectées par le Pca ou de GR oxydés, permettant de stimuler une forte 
érythrophagocytose in vitro, a permis de démontrer que l'internalisation d'un nombre 
important de GR induisait l'apoptose des MP de la lignée J774A.1. La phagocytose des GR 
conduit à l'internalisation d'une quantité importante d'HE induisant un stress oxydatif 
impliqué dans la diminution de la viabilité des MP. 
xix 
Bien que l'activation des cellules TregN et l'inhibition des MP à la suite de l'ingestion 
d'HE puissent représenter des mécanismes permettant au Plasmodium d'échapper au système 
immunitaire, ces mécanismes immunosuppresseurs pourraient aussi permettre de limiter 
l'inflammation et la pathologie favorisant ainsi la survie de J'hôte lors de la malaria. 
Mots clefs: Plasmodium, immunosuppression, macrophages, interleukine 12, 
élythrophagocytose. 
INTRODUCTION 
La malaria ou paludisme, maladie causée par le parasite Plasmodium, tue chaque année 
un million de personnes (World Health Organization, 2010). Aucun vaccin efficace pouvant 
être produit à l'échelle industrielle n'existe pour le moment. De surcroît, le parasite devient 
progressivement résistant à la plupart des traitements curatifs et prophylactiques actuellement 
utilisés (World Health Organization, 2009). Finalement, l'éradication du vecteur responsable 
de la transmission du parasite (l'Anophèle) à l'aide d'insecticides a, elle aussi, montré ses 
limites suite au développement de résistances (Brogdon et McAllister, 2004). Ainsi, le 
contrôle de la malaria est chaque jour un peu plus difficile. C'est pourquoi il est urgent de 
mieux comprendre comment le parasite interagit avec notre système immunitaire afin 
d'élaborer de nouvelles stratégies pour augmenter l'efficacité de la réponse antiparasite, 
d'identifier de nouvelles cibles pour développer de nouveaux traitements et de mettre au 
point un vaccin efficace. 
Lors d'une première infection, le Plasmodium peut causer la mort et/ou peut, en 
absence de traitement, persister dans le sang et causer des symptômes pendant plusieurs mois 
avant d'être éliminé par le système immunitaire (BaJiraine et al., 2010). Dans les zones de 
propagation intense, les individus développent une immunité partielle (ou état de 
prémunition) après plusieurs années d'expositions répétées. Passé l'âge de 5 ans, les 
infections par Plasmodium causent des pathologies relativement bénignes entrainant rarement 
la mort (Perlmann et Troye-Blomberg, 2000; Soe et al., 2001). Bien que cette immunité 
permette de contrôler efficacement le nombre de parasites, le Plasmodium demeure capable 
d'infecter les individus tout au long de leur vie et peut persister dans le sang jusqu'à plusieurs 
mois en absence de traitement (Struik et Riley, 2004). Ainsi, les infections par Plasmodium 
demeurent inval idantes et causent de lourdes pertes économiques. 
D'une part, la diversité et la variation antigénique du parasite sont les deux principaux 
facteurs responsables de l'acquisition lente (plusieurs années) d'une protection contre la 
malaria (Struik et Riley, 2004; Jangpatarapongsa et al., 2006; Cockburn et Zavala, 2007). 
Ainsi, les individus doivent rencontrer l'ensemble du répertoire des souches de Plasmodium 
présentes dans la région avant de développer une protection efficace. D'autre part, les 
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infections par Plasmodium sont associées à une sensibilité accrue à certains pathogènes 
(Salmonella typhi (Williamson et Greenwood, 1978), Herpes Zoster (Cook, 1985), VIH 
(Hoffman et al., 1999)) et à une réduction de l'efficacité de certains vaccins (Williamson et 
Greenwood, 1978) suggérant un état de suppression immunitaire généralisé. Il est probable 
que cet état d'immunosuppression interfère avec le bon fonctionnement de la réponse 
antiparasite ainsi qu'avec le développement d'une mémoire efficace et durable, ce qui 
pourrait expliquer la longue persistance du parasite et les réinfections récurrentes même après 
plusieurs années d'exposition. Mieux comprendre comment les infections par Plasmodium 
inhibent le système immunitaire est d'une importance capitale pour la lutte contre la malaria 
et plus particulièrement pour le développement de vaccins. 
L'immunosuppression pendant la malaria est un phénomène complexe qui semble 
avoir de multiples causes et qui peut persister plusieurs semaines après l'élimination du 
parasite (Ocana-Morgner, Mota et Rodriguez, 2003). Plusieurs études rapportent que la 
suppression de la réponse immunitaire est en corrélation directe avec la phase érythrocytaire 
du cycle de développement du parasite (Ahvazi, Jacobs et Stevenson, 1995; Scorza et al., 
1999; Ocana-Morgner, Mota et Rodriguez, 2003). Pour ces raisons, la présente étude a pour 
objectif d'étudier en détails les mécanismes immunosuppresseurs susceptibles d'affecter 
certaines populations de cellules immunitaires pendant le développement du Plasmodium 
dans le sang. Un intérêt particulier sera porté au recrutement/activation des cellules TregN 
ainsi qu'à la modulation de certaines fonctions effectrices et de la viabilité des MP. 
Les cellules TregN sont capables d'inhiber la réponse immunitaire et il a été rapporté 
que l'activation de ces dernières pourrait être responsable de la mortalité associée à certaines 
infections par Plasmodium chez la souris. Certains parasites sont virulents et occasionnent 
une forte pathologie pouvant conduire à la mort alors que d'autres sont non virulents et 
provoquent peu de complications (Taylor-Robinson, 1995; Chotivanich et al., 2000; Deans et 
al., 2006). Bien que la virulence soit partiellement liée à des caractères propres à l'hôte 
(groupe HLA et anomalies génétiques affectant les GR, par exemple), des facteurs 
intrinsèques au parasite entrent aussi en ligne de compte (Gupta et al., 1994). Dans ce 
contexte, une étude, menée à l'aide d'un modèle murin d'infection par Plasmodium, a 
suggéré que les parasites virulents pourraient induire un état d'immunosuppression plus 
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marqué que leurs homologues non virulents. En 2004, Hisaeda el al. ont démontré que 
l'immunosuppression induite par le parasite virulent PyL était supérieure à celle causée par la 
souche non virulente apparentée Plasmodium yoelii 17XNL (PyNL) (Hisaeda el al., 2004). 
L'exacerbation de la suppression semble due à une activation/recrutement des cellules TregN 
par le parasite virulent puisque l'élimination de ces cellules diminuait significativement 
l'immunosuppression et permettait aux souris de résoudre l'infection normalement mortelle. 
Connaissant Je caractère bénéfique de l'activation des cellules TregN dans le contrôle des 
désordres auto-immuns et des inflammations chroniques (Sakaguchi, 2004; Belkaid et Rouse, 
2005), les résultats de Hisaeda el al. paraissaient surprenants (Hisaeda el al., 2004). En effet, 
les infections par Plasmodium stimulant une forte réponse inflammatoire impliquée dans 
l'induction de nombreuses pathologies (voir par. \.1.5.1), l'activation des cellules TregN 
pourrait représenter un mécanisme protecteur visant à limiter l'inflammation et la pathologie. 
Ainsi, nous avons décidé d'étudier l'impact de l'élimination des cellules TregN sur le 
développement de la pathologie lors des infections par Plasmodium en utilisant un modèle 
murin alternatif de parasites virulents et non virulents apparentés (PeaDS et PeaDK). En 
parallèle, l'impact de l'élimination de ces cellules sur l'immunosuppression et sur la 
cinétique d'infection a été étudié afin d'évaluer les résultats obtenus par Hisaeda el al. dans 
nos modèles d'infection par Pea. 
Les MP jouent un rôle déterminant dans la résolution de l'infection par Plasmodium 
(voir par. 1.1.4.2). En particulier, ils réduisent la charge parasitaire en phagocytant les GR 
parasités mais aussi en sécrétant des facteurs solubles permettant de ralentir le 
développement du Plasmodium dans le sang. De plus, les MP produisent de l'IL-12 qui va 
permettre la différenciation et l'activation des cellules T auxiliaires de type 1 (Th 1 de 
l'anglais «T helper 1 ») dont la présence est essentielle à la résolution des infections par 
Plasmodium. Outre son implication dans la réponse immunitaire antiparasite, l'IL-12 favorise 
aussi l'érythropoïèse essentielle à la compensation des pertes en GR liées au développement 
du parasite dans le sang (Dybedal, Larsen et Jacobsen, 1995). Cette double fonction confère 
une importance particulière à l'IL-12 dans la résolution des infections par Plasmodium (voir 
par. 1.1.4.2, 1.1.5.3 et 1.3.1.3). Malheureusement, de nombreuses études indiquent que 
plusieurs fonctions effectrices des MP, dont la sécrétion d'IL-12, semblent être inhibées 
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pendant les infections par Plasmodium (voir par. 1.1.6.1, sect. 1.3 et art. 1.4.5). Lors de la 
malaria, les MP phagocytent de nombreux GR parasités ainsi qu'une quantité importante de 
GR non parasités ayant subi des dommages oxydatifs (Chang et Stevenson, 2004; Ferreira et 
al., 2008), ce qui conduit à l'accumulation intracellulaire de nombreux composés ferriques 
dont le pigment malarique ou hémozoïne (HZ), !'Hb et la forme oxydée de l'hème appelée 
HE (Fe3 + protoporphyrine IX). Il a été suggéré que l'ingestion des ces composés pourrait être 
responsable des dysfonctions affectant les MP pendant les infections par Plasmodium. Ainsi, 
plusieurs études rapportent que l'ingestion d'HZ in vitro inhibe fortement la production d'IL­
12, la phagocytose et l'activation de la NADPH oxydase (de l'anglais « nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate oxidase ») des MP (voir par. 1.3.2.3). Bien que l'HE soit présente en 
forte concentration dans le sérum des individus infectés et qu'elle soit libérée en quantité 
importante dans le cytoplasme des MP suite à la dégradation de l'Hb des GR phagocytés, peu 
d'études ont évalué l'impact de ce composé ferrique pendant la malaria. Cependant, certaines 
études suggèrent que l'HE pourrait jouer un rôle dans le développement de la pathologie 
associée aux infections par Plasmodium (Chang et Stevenson, 2004; Ferreira et al., 2008) 
(voir par. 1.3.2.1). Dans cette étude, l'impact de l'HE sur la sécrétion d'IL-12 des MP sera 
évalué in vitro et comparé aux effets inhibiteurs de l'HZ. 
En plus des nombreuses dysfonctions affectant les MP, ces derniers présentent une 
viabilité réduite pendant la malaria. Dans ce contexte, Helmby et al. ont démontré que le 
nombre de MP apoptotiques augmente fortement dans la rate des souris BALB/c infectées par 
le Plasmodium chabaudi chabaudi AS (PccAS) (Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 
2000). La proportion de MP apoptotiques semble être en corrélation directe avec la 
parasitémie (Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000). À la vue du nombre élevé de GR 
phagocytés lors des infections par Plasmodium (Chang et Stevenson, 2004), nous avons 
suggéré que )'érythrophagocytose pourrait être le facteur déclenchant l'apoptose des MP 
pendant la malaria. L'impact d'une érythrophagocytose robuste et soutenue sur la viabilité 
des MP sera évalué in vitro et un intérêt particulier sera accordé à l'accumulation 
intracellulaire des composés ferriques décrits précédemment dans les phagocytes. 
CHAPITRE 1 
REVUE DE LA LITTÉRATURE 
1.1 Malaria 
1.1.1 Épidémiologie 
La malaria ou paludisme est causée par un protozoaire appartenant à l'ordre des 
Eucoccidia, au sous-ordre des Hemosporidea, à la famille des Plasmodiidae et au genre 
Plasmodium. Parmi les cinq sous espèces de Plasmodium pouvant infecter l'homme (P. 
knowlesi, P. falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae), P. falciparum est la plus 
dangereuse et est responsable de 75% des décès causés par le paludisme (World Health 
Organization, 2010). 
En 2009, le paludisme a causé 1 million de morts pour 250 millions d'infections 
(World Health Organization, 2010). Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), la 
malaria fait partie des trois maladies les plus meurtrières au monde avec la tuberculose et le 
syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA). Cette pandémie touche 109 pays dont 45 
en Afrique (Fig. 1.1). En 2002, 80% des infections étaient répertoriées en Afrique 
équatoriale. Les pays industrialisés restent largement épargnés avec seulement 16 000 
européens et 1 200 américains ayant contracté la malaria suite à un voyage dans une zone à 
risque (Greenwood et Mutabingwa, 2002). 
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Figure 1.1: Pays affectés par la malaria en 2009 
Les infections par Plasmodium touchent plus de 100 pays dans le monde dont la majori té se 
retrouve en Afrique. Cette carte présente la répartition géographique des pays et des zones où 
les infections par Plasmodium sont rapportées de manière régulière ou occasionnelle. 
Observations réalisées en 2009. 
Source: (World Health Organization, 2010) 
1.1.2. Cycle de vie du parasite 
Le parasite doit infecter successivement un hôte vertébré puis un hôte invertébré pour 
compléter son cycle de développement (Perlmann et Troye-Blomberg, 2002) (Fig. 1.2). Selon 
le type de Plasmodium considéré, l'hôte vertébré peut être un homme, un rongeur, un 
primate, une volaille ou un lézard. Cependant, un type de Plasmodium n'infecte qu'une seule 
sorte d'hôte vertébré. En ce qui concerne l'hôte invertébré, c'est toujours un moustique de 
type Anophèle. 
Chez l'homme, le cycle de vie du parasite commence par la piqûre d'un Anophèle 
femelle infecté qui injecte des sporozoïtes dans la circulation sanguine (Perlmann et Troye­
Blomberg, 2002). En quelques dizaines de minutes, les parasites rejoignent les cellules 








Figure 1.2: Cycle de développement du Plasmodium 
Le Plasmodium est transmis à l'homme sous forme de sporozoïtes par un moustique 
(Anophèle). Une fois libéré dans la circulation sanguine, le parasite va rejoindre le foie pour 
se multiplier et se différencier. Suite à cette étape, les mérozoïtes obtenus seront libérés à 
nouveau dans le sang et infecteront les GR. Lors de ces cycles de multiplication asexuée, une 
partie des parasites se différenciera en gamétocytes mâles et femelles. Lors du repas de sang 
du moustique, ces derniers seront ingérés et la fécondation aura lieu au niveau de la 
muqueuse intestinale de l'Anophèle. Le zygote ainsi formé donnera naissance à de nouVeau 
sporozoïtes qui migreront au niveau des glandes salivaires du moustique afin d'être transmis 
à l'homme lors du prochain repas de sang de ce dernier. 
Source: (!J.ttp://encarla.msn.com) 
érythrocytaire) (Schofield et Grau, 2005; Prudencio, Rodriguez et Mata, 2006). Dix à quinze 
jours plus tard, les hépatocytes infectés éclatent et libèrent les mérozoïtes qui vont 
rapidement parasiter les GR (phase érythrocytaire) (Wipasa et al., 2002; Haldar et al., 2007). 
Au cours de son développement dans le GR, le parasite dégrade jusqu'à 80% de l'Hb afin 
d'assurer sa croissance et sa multiplication (Moore et al., 2006). Pendant ce processus, l'HE 
de l'Hb est libérée et le parasite neutralise la toxicité de cette molécule en la complexant sous 
la forme d'un biocristal appelé HZ (Tekwani et Walker, 2005; Hempelmann, 2007) (Fig. 
1.3). 
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Figure 1.3: Cristaux d'HZ observés au microscope 
Préparation d'HZ obtenue suite à la lyse de GR parasités par P. falciparum par plusieurs 
cycles de congélation/décongélation. Plusieurs cristaux d'HZ orientés dans des angles 
différents sont observés. 
Source: (Hempelmann, 2007) 
Ce pigment brun a été observé pour la première fois en 1847 par Johann Heinrich 
Meckel chez un patient atteint de « démence» (Meckel, 1847). Dans un premier temps, le 
pigment a faussement été apparenté à la mélanine et la maladie y étant associée nommée 
mélanémie (Meckel, 1847; Janjua et al., 2010). Ce n'est qu'après 1880, que ce pigment a été 
associé à la malaria (Laveran, 1982) et à la dégradation de l'Hb par le parasite (Brown, 
1911). Pendant longtemps, l'HZ a été décrite comme un polymère composé de brins d'HE 
dont les unités étaient reliées entre elles par des liaisons entre le fer d'une unité et une chaîne 
carboxylique latérale de l'unité suivante (Slater et al., 1991) (Fig. lA). Les brins d'HE ainsi 
formés étaient liés entre eux par des liaisons hydrogènes entre les chaînes carboxyliques 
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libres des molécules d'HE. Cependant, l'incapacité de trouver une hème polymérase dans le 
génome du Plasmodium et le fait que la solubilisation de l'HE ne donnait pas le profil 
caractéristique d'un polymère a amené la communauté scientifique à reconsidérer cette 
hypothèse (Hempelmann, 2007). Ainsi, il semble que l'HZ soit en réalité un biocristal dont la 
formation serait permise par les conditions physicochimiques particulières retrouvées dans la 
vacuole digestive du parasite (Steinbuchel et Marchessault, 2005; Hempelmann, 2007). Ce 
biocristal serait composé de dimères d'HE, formés par la liaison réciproque de l'atome de fer 
d'une unité avec une chaîne carboxylique latérale de l'autre unité, reliés entre eux par des 
liaisons hydrogènes entre les chaînes carboxyliques libres (Fig. 1.4). In vivo, la formation 
d 'HZ semble nécessiter un pH acide (autour de 5), des lipides pour catalyser la réaction et 
certaines protéines comme les HRP (de l'anglais « histidine rich proteins ») ou la HDP (de 
l'anglais « heme detoxification protein »)(Stiebler et al., 20 11). 
A . Bheme unit 
Figure 1.4: Les deux modèles structuraux de l'HZ 
La structure de l'HZ repose sur la liaison du noyau de fer d'une molécule d'HE avec la 
chaîne carboxylique latérale de la molécule suivante. (A) Le premier modèle proposait que 
l 'HZ était un polymère d'HE. (B) Le modèle actuel suggère que l'HZ est un biocristal 
composé de dimères d'HE. Dans ces deux modèles, il semblerait que les brins d'HE ainsi 
formés s'associent entre eux grâce à des interactions hydrophobes entre les noyaux 
tétrapyrroliques présents sur chacune des molécules d'HE. 
Source: (Steinbuchel et Marchessault, 2005) 
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L'HZ s'accumule dans le GR tout au long du développement du parasite mais le 
biocristal est majoritairement produit lors des stades terminaux de différenciation du 
Plasmodium (trophozoïtes et schizontes) (Moore et al., 2006). Tous les deux à trois jours, les 
GR éclatent et libèrent J'HZ, l'Hb non-digérée et les parasites qui vont infecter de nouveaux 
érythrocytes (Haldar et al., 2007) (Fig. 1.2). L'Hb est ensuite oxydée en méthémoglobine 
(metHb) et libère l'HE dans le sang (Atamna et Ginsburg, 1993; Wagener et al., 2003; Atoji 
et al., 2006). L'accumulation de ces composés dans la circulation sanguine provoque une 
réponse inflammatoire importante impliquant la sécrétion de TNF-a (de l'anglais « tumor 
necrosis factor alpha») par les monocytes et les MP (Kwiatkowski, 1993). Cette réponse 
inflammatoire est responsable des fièvres cycliques caractéristiques de la malaria (Ferreira et 
al., 2008). De plus, l'Hb et l'HE libres oxydent la paroi des GR non parasités provoquant leur 
lyse et entraînant ainsi la libération de composés ferriques additionnels dans le sang (voir art. 
1.4.4). Au cours de ces cycles de multiplication asexuée au sein des GR, certains parasites se 
différencient en gamètes mâles ou femelles et sont ingérés par l'Anophèle (Perlmann et 
Troye-Blomberg, 2002) (Fig. 1.2). Les gamètes vont fusionner dans l'intestin du moustique 
puis migrer vers les glandes salivaires où ils termineront leur maturation en sporozoïtes (Fig. 
1.2). Au prochain repas de sang de l'Anophèle, un nouvel hôte vertébré sera infecté et le 
cycle recommencera (Miller et al., 2002). 
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1.1.3. Modèles d'étude expérimentaux: avantages et faiblesses 
Afin de pouvoir étudier les infections par Plasmodium in vivo en laboratoire de 
manière simple et peu coûteuse, différents modèles d'infection murins ont été mis en place. 
Ces modèles utilisent quatre espèces de Plasmodium qui ont été isolées de différentes espèces 
de rongeurs en Afrique (Thamnomys rutilans et Grammomys surdaster principalement) : P. 
chabaudi, P. berghei, P. vinckei et P. yoelii (Tabl. 1.1). Ces parasites ont comme avantage de 
causer des infections présentant les mêmes étapes et les mêmes stades de développement que 
les parasites humains (Tabl. 1.1). De plus, l'organisation du génome, la physiologie et le 
métabolisme des parasites murins sont similaires à ceux des espèces de Plasmodium infectant 
l'homme (Taylor-Robinson, 2010). Les infections des rongeurs sauvages par ces parasites 
ressemblent fortement aux infections humaines que ce soit en termes de persistence du 
parasite, de niveau de parasitémie (inférieur à 10%) et du développement de l'immunité 
contre la réinfection (Chatterjee et al., 2006). Les rongeurs sauvages étant difficiles à 
maintenir en captivité et présentant une variabilité génétique trop importante, les parasites 
murins isolés en sol africian ont été adaptés à diverses souches de souris de laboratoire 
(Carter et Walliker, 1976; Landau et Boulard, 1978; Taylor-Robinson, 1995). Les modèles 
d'infection par Plasmodium utilisant les souris de laboratoire diffèrent légèrement des 
infections humaines. Alors que les parasites humains occasionnent des parasitémies 
inférieures à 10%, les modèles murins employant les souris de laboratoire peuvent conduire à 
l'infection de plus de 50% des GR (Taylor-Robinson, 1995). II a aussi été observé que les 
souris de laboratoire développent une immunité complète contre la réinfection après une 
seule infection. De son côté, l'homme a besoin de plusieurs années d'exposition au 
Plasmodium pour acquérir une protection partielle contre la réinfection (Taylor-Robinson, 
1995). 
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Tableau 1.1 : Comparaison des caractéristiques des quatre espèces de Plasmodium 
employées dans les modèles expérimentaux murins et des Plasmodium infectant 
l'homme 
berghei yoe/ii chabaudi vinckei Human 
parasites 
Merozoites pel schizont 12-18 12-18 6·8 13-12 8-16 ('J2) 
Reticulocyte preference Yes Yes t'-Jo No Yesl Jo 
nchronous blood Infection o No Yes Yes YeslNo 
Optimum jC -21 2326 24·26 24-26 :-26 
temperature mosqulto 
transmission 
Goe st size (I-Im) 60-75 50 45-54 50-'0 
Sporozoites ln glands (da_ s 13-14 9-11 11-13 10-13 dependenton 
after InfectIOn) temparature 
27 35·S0 38-45 lS 45-60 
erythroc ie schizonts (I-Im) 
DuratlOn of pre- 48-52 43-48 50-,-,8 60-72 6·15 days 
erythroey1ic (. cie (h urs) 
Ouratlon of asexu 1 blood 22-24 18 24 8-72 
stage cycle (hours) 
Oevelopmenlal 26-30 27 3 ? 27 48h-12days 
time gametocytes (hours) 
Developmental tUlle 18-24 18-24 18-24? ~8-24? 12-24 
ooklnete (Ilollrs) 
~illcrogamete(si e ln 1-1111) 15 16 16-25 
Sporozolte ( IZ ln I-Im) 11-12 14-16 10-15 11-2' 10-14 
OoklOete (SI e Hl I-Irn) 10-12 11 8-10 11-20 
Les espèces P. chabaudi, P. yoelii, P. venckei et P. berghei sont capables d'infecter les 
rongeurs et sont employées dans de nombreux modèles murins d'infection par Plasmodium. 
Ces parasites présentent de grandes similutudes avec leurs homologues infectant l'homme 
mais aussi quelques différences. Ce tableau présente une comparaison des différentes espèces 
de parasites murins et des parasites humains. 
Source: (http://www.lumc.nl) 
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1.1.3.1. Différences entre le système immunitaire de l'homme et de la souris 
Bien que Je séquençage des génomes de l'homme et de la souris ait permis de 
démontrer que seulement 300 gènes semblent être uniques à l'une ou l'autre des espèces, il 
n'en reste pas moins que ces deux espèces ont divergé il y a 75 millions d'années et 
présentent par conséquent certaines différences (Mestas et Hughes, 2004). En particulier, les 
systèmes immunitaires de l'homme et de la souris, bien qu'ils soient très similaires, recèlent 
certaines différences dues au fait que ces deux espèces ont évolué dans des environnements 
présentant des pathogènes différents (pour une liste exhaustive voir (Mestas et Hughes, 
2004)). Ainsi, contrairement à l'homme où l'hématopoïèse au niveau de la rate n'opère plus 
après la naissance, ce processus continue tout au long de la vie chez la souris. De ce fait, les 
souris sont capables de produire de nouveaux GR au niveau de la rate tout au long de leur vie 
ce qui pourrait les rendre moins sensibles au développement de l'anémie lors des infections 
par Plasmodium que les hommes (Lamïkanra et al., 2007). On peut aussi remarquer que 
l'homme présente une proportion de neutrophiles sanguins plus importante que la souris, que 
l'expression des TLR et des récepteurs Fc sur les cellules hématopoïétiques varie entre les 
deux espèces et que les stimuli induisant la production d'oxyde nitrique (NO de l'anglais 
« nitric oxide ») par les MP sont différents (Mestas et Hughes, 2004). Ces différences 
pourraient avoir des répercussions importantes dans l'initiation et l'efficacité de la réponse 
immunitaire innée dirigée contre Je Plasmodium et moduler le contrôle du parasite. Par 
conséquent, les résultats obtenus avec les modèles murins sont à extrapoler à l'homme avec 
attention. À ce sujet, une citation intéressante a été tirée d'une publication de Nacher et al. 
(Nacher, 2008) concernant la pertinence de l'utilisation des modèles animaux en recherche: 
« Mice lie and monkeys do not always tell the truth ». Ceci explique pourquoi certaines 
thérapies vont être efficaces chez la souris et n'avoir aucun effet chez l'homme. 
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1.1.3.2. Plasmodium chabaudi : un modèle de choix 
Bien que très proches en terme de physiologie et de morphologie, les quatre souches de 
parasites murins décrites précédement induisent des infections sensiblement différentes les 
unes des autres en ce qui concerne le temps des étapes du cycle de développement, le nombre 
de parasites générés, le type de GR infecté ou encore le caractère synchrone ou non du 
développement du parasite (Tabl. 1.1). Ces quatre sous espèces de Plasmodium donnent lieu 
à des infections d'intensité variable et ceci semble dépendre à la fois de la souche de parasite 
mais aussi de l'hôte employés dans le modèle d'infection (Tabl. 1.2) (Li, Seixas et 
Langhorne, 2001). Les modèles employant l'espèce Plasmodium chabaudi sont considérés 
comme les modèles reproduisant le plus fidèlement les infections par Plasmodium 
falciparum. En effet, le P. chabaudi et le P. falciparum infectent tous les GR et ne sont pas 
restreints à l'infection des normocytes, se développent de manière synchrone in vivo et 
donnent lieu à des épisodes de recrudescence après la résolution du premier pic d'infection 
(Hernandez-Valladares, Naessens et Iraqi, 2005; Taylor-Robinson, 2010). Pour ces diverses 
raisons, nous avons choisi d'utiliser le P. chabaudi pour nos études. 
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Tableau 1.2 : Virulence des espèces de Plasmodium employées dans les modèles murins 
en fonction du patrimoine génétique de l'hôte 
Parasite 
P. cil ahalldl lIohollcb 
P. eJwbaudl adamÎ 
P. l'<'rgllei 
P. yodli 
P. rillrkl'1 rinck{'i 
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Les espèces P. chabaudi, P. yoelii, P. venckei et P, berghei provoquent des infections plus ou 
moins dangereuses pour la souris. Dépendemment de la souche de souris et de la souche de 
Plasmodium, les infections peuvent être létales ou le parasite peut être éliminé plus ou moins 
rapidement sans mettre en danger la vie de la souris, 
Source: (Li, Seixas et Langhorne, 2001) 
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1.1.4. Contrôle de la malaria 
Bien que la malaria soit étudiée depuis maintenant plus d'un siècle, les moyens pour 
lutter contre cette maladie restent limités. D'une part, les traitements curatifs et 
prophylactiques sont de moins en moins efficaces à cause de l'émergence rapide de souches 
de Plasmodium résistantes à un, voire plusieurs médicaments (Ferraroni, Alencar et 
Shrimpton, 1983; Isaac-Renton et al., 1983; Cowman et Foote, 1990; Farooq et Mahajan, 
2004). Ce phénomène de résistance et la difficulté à se procurer les médicaments adéquats 
dans les pays en voie de développement sont responsables de la quasi-totalité des décès. 
D'autre part, l'élaboration d'un vaccin efficace se fait toujours attendre malgré les nombreux 
essais déjà réalisés dans les zones endémiques (Desowitz, 2000; Walgate, 2001). Seul un 
vaccin utilisant des sporozoïtes irradiés a permis d'induire une protection efficace chez 
l'homme (90 à 95% des personnes protégées sur une durée de dix mois) (Clyde et al., J973; 
Clyde et al., 1973). Cependant, sa production à l'échelle industrielle étant trop coûteuse, ce 
vaccin ne peut être utilisé que comme outil de laboratoire. Contrairement au vaccin contre la 
Poliomyélite qui a été mis au point sans connaître en détailla maladie, il semblerait que, pour 
celui contre la malaria, des connaissances plus approfondies sur le parasite et la manière dont 
il interagit avec le système immunitaire de l'hôte soient nécessaires. 
1.1.5. Protection et réponse immunitaire contre le Plasmodium 
1.1.5.1. État de prémunition 
La réponse immunitaire générée pendant la malaria ne permet pas d'acquérir une 
protection complète contre les infections ultérieures par le Plasmodium. Ainsi, dans les zones 
de transmission intense, les personnes peuvent être réinfectées tout au long de leur vie. 
Néanmoins, après plusieurs années d'expositions répétées au parasite, un état de prémunition 
(paludisme stable) s'établit (Perlmann et Troye-Blomberg, 2000; Soe et al., 200 l). Les 
personnes restent sensibles aux infections mais ces dernières donnent lieu à une pathologie de 
plus en plus atténuée (faible parasitémie et anémie modérée), voire inexistante (infection 
asymptomatique) et à une mortalité quasi nulle (Peri gnon et Druilhe, 1994; Brown et al., 
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2000; Perlmann et Troye-Blomberg, 2000). Bien que cet état de prémunition limite de 
manière significative la pathologie, J'immunité n'est pas complète et le parasite peut se 
multiplier au sein de l'hôte permettant ainsi sa propagation. L'acquisition de J'état de 
prémunition nécessite plusieurs années d'infections et son maintien demande un contact 
régulier avec le parasite. En effet, la protection contre le Plasmodium disparait si l'individu 
n'est pas réinfecté par le parasite pendant une année (Obi et al., 2010). Le mécanisme 
responsable de cette perte d'immunité n'est pas connu mais il est probable que la survie des 
cellules mémoires anti-Plasmodium nécessite un contact régulier avec les antigènes du 
parasite. 
1.1.5.2. Réponse immunitaire contre le Plasmodium 
Le développement du parasite au sein de l'hôte est complexe. Le Plasmodium passe 
par divers stades de développement (sporozoïte, mérozoïte puis gamétocyte) et infecte 
successivement les hépatocytes (phase pré-érythrocytaire) puis les GR (phase érythrocytaire). 
La présente étude étant basée uniquement sur l'étude de la phase érythrocytaire du cycle de 
développement du parasite, la réponse immunitaire contre le parasite lors de son 
développement dans le foie ne sera pas abordée. La réponse contre la phase pré­
érythrocytaire du cycle de développement du Plasmodium a été détaillée de manière 
exhaustive ailleurs (Ferreira et al., 1986; Hoffman et al., 1986; Stewart et al., 1986; Schofield 
et al., 1987; Schofie1d et al., 1987; Kumar et al., 1988; Weiss et al., 1990; Malik et al., 1991; 
John et al., 2004). L'efficacité de la réponse immunitaire contre la phase érythrocytaire du 
cycle de développement du Plasmodium repose sur un ensemble complexe de mécanismes 
protecteurs dépendants et indépendants des anticorps (Troye-Blomberg, Berzins et Perlmann, 
1994; Perlmann et Troye-Blomberg, 2000; Wipasa et al., 2002). 
Nécessité d'une réponse Th1 soutenue suivie d'une réponse Th2 : 
La résolution des infections par Plasmodium nécessite l'intervention successive des 
cellules T CD4+ (de l'anglais « cluster of differenciation 4+ ») auxiliaires Th 1 puis Th2 
(Stevenson et Tam, 1993; Taylor-Robinson et Phillips, 1994; Troye-Blomberg, Berzins et 
Perlmann, 1994). De manière générale, la différence entre les cellules Th 1 et Th2 est basée 
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sur le profil des cytokines qu'elles produisent. Les cellules Th1 sécrètent majoritairement de 
l'IFN-y, du TNF-a et de l'IL-2 alors que les cellules Th2 produisent principalement de l'IL-4, 
de l'IL-S, de l'IL-6 et de l'IL-l 0 (Romagnani, 1999; Romagnani, 2000). La différenciation en 
cellules Th1 est favorisée par la présence d'IFN-y et d'IL-12 lors de l'activation des cellules 
T C04+ auxiliaires, alors que celle des cellules Th2 dépend de l'IL-4 et de l'IL-6 
(Romagnani, 1999). Les cellules Th 1 augmentent les capacités phagocytaires et bactéricides 
des MP mais induisent aussi leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Wipasa et al., 
2002). Oe leur côté, les cellules Th2 favorisent la production de classes d'anticorps associées 
aux allergies et aux infections par les helminthes (Immunoglobuline G (IgG) 4 et IgE chez 
l'homme, IgG 1 et IgE chez la souris) (Wipasa et al., 2002). Les cellules Th 1 participent elles 
aussi à la production d'anticorps. Ces derniers sont cytophyliques (IgG 1 et IgG3 chez 
l'homme et IgG2a chez la souris) (Wipasa et al., 2002) et permettent d'opsoniser les 
pathogènes et de favoriser leur phagocytose par les MP mais aussi d'induire la sécrétion de 
facteurs solubles ralentissant le développement des pathogènes. Nous reviendrons plus en 
détails sur l'importance des anticorps cytophyliques lors des infections par Plasmodium dans 
la section suivante. 
L'utilisation de modèles murins a permis de déterminer qu'une réponse Th] soutenue, 
permettant notamment d'activer les MP grâce à la sécrétion d'IFN-y, est nécessaire au 
contrôle du parasite en début d'infection. En effet, les souris CS7BL/6, qui sont résistantes 
aux infections par le PccAS, présentent une réponse Th 1 soutenue qui laisse place à une 
réponse Th2 lorsque le pic de parasitémie a été contrôlé (Stevenson et Tarn, 1993). En 
revanche, les souris A/J qui succombent aux infections par ce même parasite induisent une 
courte réponse Th 1 qui est rapidement remplacée par une réponse de type Th2 (Stevenson et 
Tarn, 1993). Cette incapacité à maintenir une réponse de type Thl importante pourrait être 
liée au fait que les souris AlJ sont connues pour avoir une activité réduite des cellules NK 
(Li, Seixas et Langhorne, 2001). Ces cellules étant les principales productrices d'IFN-y en 
début d'infection, leur faible activité pourrait conduire à une production réduite d'IL-I2 
favorisant ainsi le développement d'une réponse de type Th2 (Li, Seixas et Langhorne, 
2001). En fin d'infection, la réponse Th2 et plus particulièrement la sécrétion d'anticorps sont 
tout aussi importantes que la réponse Th 1 nécessaire en début d'infection. En effet, les souris 
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dépourvues de cellules B sont incapables d'éliminer complètement le PccAS et développent 
des infections chroniques (Taylor-Robinson et Phillips, 1994; von der Weid, Honarvar et 
Langhorne, 1996; Langhorne et al., 1998). L'importance des anticorps dans la protection 
contre le Plasmodium a aussi été prouvée chez l'homme. Dans ce contexte, il a été démontré 
que le transfert passif des anticorps d'un individu immun à un individu n'ayant jamais 
rencontré le Plasmodium permettait de protéger ce dernier (Bouharoun-Tayoun et al., 1990). 
De plus, des études épidémioJogiques ont aussi mis en évidence une corrélation entre les 
concentrations élevées d'IgG 1 et IgG3 spécifiques du Plasmodium et les individus présentant 
une parasitémie réduite et une pathologie faible. (Bouharoun-Tayoun et Druilhe, 1992; Aribot 
et al., 1996; Egan et al., 1999; Oeuvray et al., 2000; Aucan et al., 2001). Après plusieurs 
années d'exposition au parasite, la quantité, l'avidité et l'affinité des d'anticorps deviennent 
très élevées ce qui coïncide avec l'acquisition de l'état de prémunition (Cohen, Mc et 
Carrington, 1961; Druilhe et Khusmith, 1987; Bouharoun-Tayoun et Druilhe, 1992; Ferreira 
et al., 1996; John et al., 2004; Achtman et al., 2007; Suarez-Mutis et al., 2007). 
Les informations décrites à l'instant et provenant de l'util isation de modèles murins 
d'infection par Plasmodium semblent refléter de manière assez fidèle ce qu'il se passe chez 
les patients atteints de la malaria (Angulo et Fresno, 2002). Dans ce contexte, il a notamment 
été démontré que les patients présentant une pathologie modérée produisent significativement 
plus d'IL-12 et d 'IFN-y que les patients développant une pathologie sévère (Luty et al., 1999; 
Luty et al., 2000; Li, Seixas et Langhorne, 2001). De plus, de manière générale, le niveau 
d'IL-12 sérique est inversement corrélé avec la parasitémie (Luty et al., 2000). L'IL-12 et 
l'IFN-y étant les deux cytokines clefs dans l'induction d'une réponse de type ThI, ces études 
tendent à supporter le fait que, tout comme dans les modèles murins, une forte réponse de 
type Th 1 favorise la résolution des infections par Plasmodium chez l'homme. En parallèle, il 
a aussi été démontré que les patients présentant une réponse de type Th2 plus prononcée que 
les autres semblent développer des pathologies plus sévères (Perlmann et al., 1999). Bien que 
cela demeure encore controversé, il semblerait que les infections par les helminthes tendent à 
rendre les individus plus sensibles aux infections par Plasmodium (Nacher, 2008). Les 
infections par les helminthes étant connues pour induire une forte réponse de type Th2 ces 
études souligneraient encore une fois l'importance d'une forte réponse de type Thl pour 
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éliminer efficacement le Plasmodium. Ainsi, la résolution de l'infection par Plasmodium 
dépend d'un équilibre finement régulé entre les réponses Thl et Th2 et de l'intensité de ces 
dernières. Chacune de ces réponses contribue à l'immunité contre le Plasmodium à des 
moments distincts de J'infection. Ainsi, le passage de la réponse Th 1 à la réponse Th2 est 
primordial et doit être réalisé au moment adéquat. Néanmoins, les mécanismes impliqués 
dans le passage dela réponse Th 1 à la réponse Th2 demeurent inconnus. 
Cellules clefs dans la protection contre le Plasmodium: 
Comme décrit à l'instant, les cellules B et les anticorps qu'elles produisent jouent un 
rôle déterminant dans la protection contre le Plasmodium. D'une part, la fixation des 
anticorps sur les récepteurs Fc (FcR) des MP va induire la sécrétion de facteurs ralentissant le 
développement du parasite au sein des GR. Ce phénomène est appelé ADCI pour « antibody 
dependent cellular inhibition» et il a été démontré que l'un des facteurs responsables de 
l'inhibition était le TNF-a (Druilhe et Perignon, 1994; Perignon et Drui Ihe, 1994; 
Bouharoun-Tayoun et al., 1995). D'autre part, les anticorps opsonisent les parasites et les GR 
parasités afin de faciliter leur élimination par les leucocytes (Ferrante et al., 1990; 
Kumaratilake et al., 1992; Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Kumaratilake et al., 1997; 
Kumaratilake et Ferrante, 2000). Ce mécanisme est appelé ADCC pour « antibody dependent 
cellular cytotoxicity» et plusieurs cellules y participent. Suite à la reconnaissance des 
anticorps associés aux pathogènes, les cellules NK produisent de 1'IFN-y et libèrent des 
perforines et des granzymes qui vont lyser le pathogène. De leur côté, les MP et les 
neutrophiles vont phagocyter les pathogènes opsonisés et dégrader ces derniers dans leurs 
phagolysosomes suite à l'activation de la flambée oxydative. Pour finir, la fixation des 
anticorps associés aux pathogènes sur les récepteurs Fc des granulocytes va entrainer leur 
dégranulation et la destruction des agents infectieux. Chez l'homme, Druihle et al. suggèrent 
que l'ADCC a un impact mineur sur le contrôIe de la parasitémie comparativement à l'ADCI 
(Bouharoun-Tayoun et al., 1995). Enfin, les anticorps vont permettre de limiter la mobilité du 
parasite et l'empêcher d'envahir de nouveaux GR (Wahlin et al., 1984; Udomsangpetch et 
al., 1986). Les cellules T et plus particulièrement les cellules T CD4+ semblent importantes 
elles aussi pour l'élimination du parasite (Troye-Blomberg, Berzins et Perlmann, 1994; van 
der Heyde et al., 1994). En effet, des expériences menées avec des souris SClo, dépourvues 
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de cellules B et T, ont montré que ces souris étaient incapables de résoudre les infections par 
Pca (van der Heyde et al., 1994). En revanche, l'administration de cellules T d'un animal 
normal permet à ces souris d'éliminer complètement le parasite (van der Heyde et al., 1994). 
Des expériences additionnelles menées avec des souris reconnues pour être dépourvues de 
cellules B (souche JHO) et débarrassées de leurs cellules T C04+ ont permis de mettre en 
évidence le fait que ces dernières étaient essentielles à la résolution de l'infection (van der 
Heyde et al., 1994). Ainsi, il semblerait que l'impact des cellules COS"', comparativement à 
celui des cellules C04+, soit réduit dans la lutte contre la phase élythrocytaire du cycle de 
développement du parasite (Troye-Blomberg, Berzins et Perlmann, 1994; van der Heyde et 
al., 1994). Les cellules T vont jouer leur rôle déterminant en sécrétant des cytokines 
permettant d'activer les cellules effectrices de l'immunité (Wipasa et al., 2002). 
Cytokines importantes dans la protection contre le Plasmodium: 
Parmi les nombreux messagers chimiques impliqués dans la réponse immunitaire 
contre le parasite, les cytokines pro-inflammatoires IL-12, IFN-y et TNF-a jouent un rôle 
prépondérant (Angulo et Fresno, 2002; Wipasa et al., 2002). 
L'IL-12, sécrétée majoritairement par les phagocytes, est peut-être la cytokine la plus 
importante dans la réponse immunitaire puisqu'elle se trouve à l'origine de la sécrétion de 
nombreuses cytokines ayant des effets divers et variés. En effet, l'IL-12 va induire la 
sécrétion d'IFN-y chez les cellules NK (de l'anglais « natural killer ») ainsi que chez les 
cellules T (Gazzinelli, 1996) et ainsi induire l'expression d'autres médiateurs chimiques dont 
le TNF-a chez les MP (Su et Stevenson, 2000). De plus, l'IL-12 est le principal inducteur de 
la réponse de type Th 1 (Romagnani, 2000). La neutralisation de cette cytokine à l'aide 
d'anticorps a démontré qu'elle était responsable de la production d'IFN-y et était impliquée 
dans la protection lors des infections par Plasmodium berghei NK65 chez les souris C57B1I6 
(Yoshimoto et al., 1995). Plusieurs études, menées avec différents modèles murins et simiens 
d'infection par Plasmodium, ont démontré que l'ajout d'IL-12 recombinante permettait un 
mei"tleur contrôle du parasite (Sedegah, Finkelman et Hoffman, 1994; Hoffman et al., 1997; 
Mohan, Sam et Stevenson, 1999; Normaznah et al., 1999). Les effets protecteurs de l'IL-12 
recombinante sont dus à une augmentation de la production d'IFN-y, de TNF-a et de NO lors 
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des infections par Plasmodium (Sedegah, Finkelman et Hoffman, 1994; Stevenson et al., 
1995; Hoffman etai., 1997). 
De son côté, l'IFN-y active les MP conduisant à une augmentation de leur capacité 
phagocytaire et de leur capacité à détruire le Plasmodium possiblement via la production de 
NO (Ockenhouse, Schulman et Shear, 1984; Ockenhouse et Shear, 1984; Jacobs, Radzioch et 
Stevenson, 1996) et de ROS (Janeway et al., 2001). L'importance de l'IFN-y a été soulignée 
par une étude épidémiologique montrant que les individus atteints d'une malaria sévère 
produisent cette cytokine en faible quantité comparativement aux individus atteints de formes 
bénignes de la maladie (Luty et al., 1999). De plus, il a aussi été démontré que les souris 
déficientes en IFN-y étaient plus sensibles aux infections par PccAS que ce soit en terme de 
mortal ité et de morbid ité (Yoneto et al., 1999; Su et Stevenson, 2000). Les souris déficientes 
en IFN-y développent principalement une réponse immunitaire de type Th2 associée à une 
susceptibilité aux infections par Plasmodium (Balmer, Alexander et Phillips, 2000; Su et 
Stevenson, 2000). 
La troisième cytokine clef dans la réponse immunitaire contre le Plasmodium qui sera 
abordée ici est le TNF-a.. Cette cytokine dont la production est accrue pendant la malaria 
(Luty et al., 2000; Perkins, Weinberg et Kremsner, 2000) est induite suite à l'activation des 
phagocytes par l'IFN-y (Su et Stevenson, 2000) et/ou la fixation des PAMP (de l'anglais 
« pathogen-associated molecular pattern ») du Plasmodium sur les récepteurs de l'immunité 
innée de ces mêmes cellules (Schofield et Hackett, 1993; Pichyangkul, Saengkrai et Webster, 
1994). La neutralisation de cette cytokine rend les souris C57BL/6 sensibles aux infections 
par le PccAS soulignant son importance dans le contrôle du parasite (Jacobs, Radzioch et 
Stevenson, 1996). De manière importante, le moment où est produite cette cytokine est 
déterminant. Ainsi, contrairement à la souche de souris C57BL/6 dont la production TNF-a. 
est précoce, la souche de souris A/J sécrète cette cytokine beaucoup plus tardivement et 
succombe à ['infection par PccAS (Jacobs, Radzioch et Stevenson, 1996; Jacobs, Radzioch et 
Stevenson, 1996). Parmi les actions du TNF-a., on peut nommer son rôle dans le 
développement de l'inflammation, sa capacité à inhiber la croissance du parasite et son 
pouvoir activateur sur la sécrétion de NO (Haidaris et al., 1983; Butcher et Clark, 1990; 
Jacobs, Radzioch et Stevenson, 1996). 
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D'après les différentes études présentées ici, les MP semblent jouer un rôle effecteur 
déterminant dans la réponse contre la phase érythrocytaire de développement du 
Plasmodium. En effet, que ce soit suite à l'activation des cellules Th 1 sécrétant l'IFN-y ou 
suite à la production d'anticorps par les cellules B, ce sont les MP qui sont les cellules 
effectrices terminales qui vont détruire les parasites et/ou ralentir leur développement. De 
plus, les MP sont une source importante d'IL-12 et de TNF-Ct dont les effets protecteurs ont 
été décrits à l'instant. 
1.1.5.3. Mécanismes d'évasion employés par le Plasmodium 
Afin de réduire l'efficacité de la réponse immunitaire et permettre sa survie, le 
Plasmodium emploie de nombreuses stratégies. Certaines protéines membranaires du parasite 
comme la protéine CS (pour « circumsporozoite protein ») sont hautement polymorphiques 
(McCutchan, Good et Miller, 1989). Ainsi, une réponse immunitaire dirigée contre la 
protéine CS d'un parasite donné ne sera pas ou peu efficace contre la même protéine présente 
à la surface d'une autre souche de Plasmodium. D'autres protéines comme la PfEMPI (pour 
« Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1») subissent des variations 
antigéniques fréquentes (Barbour et Restrepo, 2000; Li, Seixas et Langhorne, 2001). Grâce à 
ce mécanisme, un même parasite va pouvoir changer de manière très régulière la structure 
des protéines PfEMPI qu'il exprime. Ainsi, les anticorps spécifiques d'une version de la 
PfEMPI du Plasmodium sont rapidement rendus inefficaces puisqu'ils sont incapables de 
reconnaître la nouvelle version de cette même protéine. Certaines protéines dont la protéine 
MSP-l (pour « merozoite surface protein ») sont aussi capables d'induire la production 
d'anticorps non protecteurs qui vont recouvrir la surface de la protéine et empêcher la 
fixation des anticorps actifs (Li, Seixas et Langhorne, 2001). Un dernier mécanisme 
permettant au Plasmodium d'échapper au système immunitaire consiste à se débarrasser de 
ses protéines de surface lorsqu'elles sont reconnues par le système immunitaire (phénomène 
connu sous le nom de« shedding ») (Zambrano-Villa et al., 2002). 
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1.1.6. Pathologies associées à la malaria 
Suite à l'infection par le Plasmodium, la pathologie ne se manifeste pas 
immédiatement (Schofield et Grau, 2005). Les symptômes n'apparaissent que lorsque le 
parasite a complété son cycle pré-érythrocytaire (dans le foie) et qu'il rejoint le sang pour 
envahir les GR. Les nausées et Jes fièvres cycliques caractéristiques de la malaria sont dues à 
la lyse synchronisée à intervalles réguliers (48 à 72 h selon la sous-espèce de Plasmodium 
considérée) des GR parasités libérant divers composés pro-inflammatoires dans la circulation 
sanguine (Perlmann et Troye-Blomberg, 2002; Ferreira et a!., 2008). La malaria est associée 
à divers symptômes plus ou moins graves dont une fatigue extrême, des troubles 
respiratoires, des œdèmes pulmonaires, des convulsions, des risques de collapsus cardio­
vasculaire, des saignements anormaux, la jaunisse (reflétant un dysfonctionnement 
hépatique), une hémoglobinurie, une anémie sévère et des pertes de conscience pouvant aller 
jusqu'au coma (reflétant une hypoxie du cerveau) (Ferreira et a!., 2008). Moins de J à 2% des 
infections par Plasmodium sont létales (Ferreira et al., 2008) et la quasi-totalité des décès 
causés par la malaria est due au développement d'une anémie sévère ou à l'hypoxie du 
cerveau aussi appelée malaria cérébrale (MC). Malgré la faible mortalité associée aux 
infections par Plasmodium, la malaria cause une forte morbidité responsable de plus de 40% 
des hospitalisations dans les régions endémiques (Perlmann et Troye-Blomberg, 2000). 
1.1.6.1. Implication de l'inflammation dans le développement de la pathologie 
L'inflammation importante associée à la réponse immunitaire contre le Plasmodium est 
en grande partie responsable de la pathologie associée à la malaria. En effet, de nombreuses 
molécules pro-inflammatoires dont le TNF-a, la Iymphotoxine (ou TNF-~ de l'anglais 
«tumor necrosis factor ~»), l'IL-l, J'IL-18, l'IFN-y, le MlF (de l'anglais «macrophage 
migration inhibitory factor ») et le NO sont produites en quantité importante lors des 
infections par Plasmodium (Tachado et a!., 1997; Wipasa et a!., 2002; Chang et Stevenson, 
2004; Lyke et al., 2004; Ferreira et a!., 2008). Bien que ces cytokines permettent de contrôler 
la parasitémie (voir par. 1.1.4.2), leur forte concentration cause aussi des lésions dangereuses 
pour l'hôte (Grau et a!., 1987; Clark et Chaudhri, 1988; Grau et a!., 1989; Vassalli, 1992; 
Yanez et al., 1996; Cross et Langhorne, 1998; Wipasa et al., 2002; Artavanis-Tsakonas, 
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Tongren et Riley, 2003; Clark et Cowden, 2003; Li et al., 2003; Jaramillo et al., 2004; 
Stevenson et Riley, 2004; Clark et al., 2006; Hafalla, Cockburn et Zavala, 2006). Ces 
molécules proviennent vraisemblablement de l'activation de l'immunité innée par les PAMP 
(de l'anglais « pathogen-associated molecular pattern ») exprimés par le Plasmodium (Creagh 
et O'Neill, 2006; Gazzinelli et Denkers, 2006). En se fixant sur les récepteurs de type TLR 
(pour « Toll-like receptors »), NLR (pour «NOD-like receptors ») et RLR (pour « RIG-like 
receptors »), les PAMP induisent la production de molécules pro-inflammatoires par les 
cellules de l'immunité innée dont les monocytes et les MP (Creagh et O'Neill, 2006). Le 
Plasmodium exprime différents PAMP dont le Glycosylphosphatidylinositol (GPl) et l'HZ 
(Gazzinelli et Denkers, 2006). Le GPI est un glycolipide exprimé à la surface du Plasmodium 
et reconnu par les complexes TLR2/TLR l, TLR2/TLR6 et le TLR4 (Krishnegowda et al., 
2005). De son côté, l'HZ présentée précédemment est reconnue par le TLR9 même si ceci ne 
semble pas être accepté par l'ensemble de la communauté scientifique (Coban et al., 2007; 
Parroche et al., 2007) et le NLRP3 (Shio et al., 2009). Du fait de leur capacité à activer la 
voie des TLR et des NLR et à induire l'expression de cytokines pro-inflammatoires, le GPI et 
l'HZ sont suspectés d'être impliqués dans le développement de l'inflammation responsable 
de la pathologie associée aux infections par Plasmodium (Sherry et al., 1995; Jaramillo et al., 
2004; Gazzinelli et Denkers, 2006; Jaramillo et al., 2009). En plus de l'activation de la 
réponse immunitaire innée par les PAMP, l'infection par Plasmodium induit la lyse 
intravasculaire de GR, ce qui va contribuer au développement de l'inflammation (Francis, 
Sullivan et Goldberg, 1997). Une fois les GR lysés, l'Hb va être oxydée en metHb et va 
libérer l'HE (Wagener et al., 2003; Ferreira et al., 2008). De part son pouvoir pro-oxydant 
(Wagener et al., 2003; Kumar et Bandyopadhyay, 2005) et sa fixation sur le TLR4 
(Figueiredo et al., 2007), l'HE monomérique va induire la sécrétion de diverses cytokines 
pro-inflammatoires ce qui pourrait impliquer cette molécule dans le développement de la 
pathologie associée aux infections par Plasmodium (voir par. 1.3.2.3) (Graca-Souza et al., 
2002). De manière intéressante, les souches de Plasmodium provoquant la MC causent des 
infections associées à des concentrations plus importantes d'HE dans le sérum (Ferreira et al., 
2008). De plus, les souches de souris capables de produire une forte activation de la hème 
oxygénase 1 (HO-I) (enzyme responsable de la dégradation de l'HE) ne succombent pas à la 
MC alors que les souris dépourvues de cette enzyme sont plus sensibles (Ferreira et al., 
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2008). Ces études confirment l'importance de l'HE dans le développement de la pathologie 
associée à la malaria (Ferreira et al., 2008). De plus, elles suggèrent que l'importance de l'HE 
dans le développement de la pathologie [ors des infections par Plasmodium est modulée par 
des facteurs propres au parasite (dans le cas présenté ici, une capacité accrue du parasite à 
provoquer la libération d'HE) mais aussi par des facteurs propres à l'hôte lui-même (dans le 
cas présenté ici, une capacité accrue de l'hôte à induire l'activation de la HO-\). 
1.1.6.2. Malaria cérébrale 
La MC entraîne des pertes de conscience pouvant conduire au coma et causer la mort 
dans 25 à 50% des cas (Newton, Hien et White, 2000). La cause de cette pathologie n'est pas 
encore claire mais deux hypothèses sont envisagées. Premièrement, la MC serait due à 
['obstruction des capillaires du cerveau par une accumulation de GR parasités (hypothèse 
« mécanique») (Li, Seixas et Langhorne, 2001; Ferreira et al., 2008). Les GR parasités 
expriment à leur surface des molécules de cyto-adhérence d'origine parasitaire comme la 
PfEMPl (Newton, Hien et White, 2000). Ces protéines peuvent interagir avec certains 
récepteurs des cellu les endothéliales comme le lCAM-1 (de l'anglais « intra-cellular adhesion 
moJecule 1 ») ou la E-sélectine et aussi provoquer l'adhésion de GR sains aux GR parasités 
(phénomène de « rosetting ») (Carlson et al., 1990; Hearn et al., 2000; Newton, Hien et 
White, 2000). Ces phénomènes causeraient l'obstruction des capillaires et l'hypoxie du 
cerveau. Deuxièmement, la présence de fortes concentrations locales de cytokines pro­
inflammatoires (TNF-a, Iymphotoxine-a, IFN-y et IL-1) lors de l'infection entraînerait une 
production excessive de NO qui causerait les dysfonctions cérébrales associées à la MC 
(hypothèse « inflammatoire») (Grau et al., 1987; Kwiatkowski et al., 1990; Garcia et al., 
1995; Newton, Hien et White, 2000; Li, Seixas et Langhorne, 2001; Engwerda et al., 2002; 
Figueiredo et al., 2007; Ferreira et al., 2008). Ces cytokines sont vraisemblablement 
produites par les MP activés et les cellules T CD8+ qui s'accumulent au niveau du cerveau 
(Pais et Chatterjee, 2005). D'autres études ont aussi démontré que ces cytokines pouvaient 
augmenter l'expression d'ICAM-1 au niveau des capillaires du cerveau favorisant ainsi 
l'adhérence des GR parasités, ce qui permettrait de réconcilier les hypothèses « mécanique» 
et « inflammatoire» (Grau et al., 1987; Miller, Good et Milon, 1994). Les cellules CD8+ 
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semblent jouer un rôle prépondérant dans la MC. Ceci est appuyé par des études montrant 
que, lors des infections, Je nombre de cellules CD8+ en circulation et au niveau du cerveau 
augmente de manière significative (Boubou et al., 1999; Pais et Chatterjee, 2005). De plus, 
les souris ne possédant pas cette population cellulaire (déplétion avec un anticorps anti-CD8 
et souris CD8 knock-out) ne développent pas la MC (Yanez et al., 1996; Boubou et al., 
1999). Finalement, l'expression du récepteur CCR5 (de l'anglais « C-C chemokine receptor 
type 5 ») et de la perforine par les cellules CD8+ est nécessaire au développement de la 
pathologie (Nitcheu et al., 2003). 
1.1.6.3. Anémie sévère 
Les infections par Plasmodium sont associées au développement d'une anémie pouvant 
conduire à la mort (Woodruff, Ansdell et Pettitt, 1979; Abdalla et a!., 1980). La lyse des GR 
parasités a longtemps été reconnue comme le seul mécanisme responsable du développement 
de l'anémie. Cependant, des cas d'anémies sévères ont été observés chez des patients ayant 
des parasitémies faibles (Wickramasinghe et Abdalla, 2000) et certaines études rapportent 
que l'hématocrite peut continuer à diminuer même après l'élimination du parasite (Phillips et 
al., 1986). Ainsi, il semblerait que des mécanismes additionnels dont l'inhibition de 
l'érythropoïèse et la phagocytose de GR non parasités soient impliqués dans le 
développement et le maintien de l'anémie pendant la malaria. 
Inhibition de l'érythropoïèse: 
Il a été démontré que, pendant les infections par Plasmodium, l'érythropoïèse (dont le 
rôle est de produire de nouveaux GR afin de compenser les pertes) semble dysfonctionnelle 
(Chang et Stevenson, 2004). Il a été proposé que les cytokines pro-inflammatoires dont le 
MlF, le TNF-a, l'IL-1 et l'IFN-y produites pendant l'infection inhiberaient le développement 
des précurseurs érythropoiétiques (Means et Krantz, 1992; Li, Seixas et Langhorne, 2001; 
Chang et Stevenson, 2004). Le TNF-a, l'lL-1 et IFN-y semblent jouer un rôle mineur 
comparativement au MlF (Yap et Stevenson, 1994; Chang et Stevenson, 2004). Bien que 
toutes ces cytokines soient capables de réduire la production d'érythropoïétine (EPG) 
(hormone essentielle à l'érythropoïèse) in vitro, le niveau de cette hormone est élevé durant 
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les infections par Plasmodium. Par conséquent, la suppression de l'érythropoïèse lors des 
infections par Plasmodium ne semble pas due à J'inhibition de cette hormone par la 
production accrue des cytokines pro-inflammatoires citées précédement. Des études 
additionnelles ont démontré que l'inhibition de l'érythropoïèse lors des infections par 
Plasmodium est due à l'incapacité des précurseurs érythropoiétiques à répondre correctement 
à l'EPü (Chang et Stevenson, 2004). Il serait intéressant d'évaluer l'implication des 
cytokines pro-inflammatoires dans ce phénomène. 
En parallèle, des études utilisant un modèle murin (Mohan et Stevenson, 1998; Sam et 
Stevenson, 1999) et plusieurs études épidémiologiques (Luty et al., 2000; Perkins, Weinberg 
et Kremsner, 2000; Malaguarnera et al., 2002; MaJaguarnera et al., 2002; Chaisavaneeyakorn 
et al., 2003; Chaiyaroj et al., 2004) ont démontré que la sévérité de l'anémie malarique était 
en corrélation inverse avec la concentration d 'IL- J2 sérique. L'IL-12 étant capable de 
stimuler l'érythropoïèse in vitro (Dybedal, Larsen et Jacobsen, 1995; Kang, Kim et Kim, 
2005), J'addition d'IL-12 recombinante a été évaluée afin de restaurer l'érythropoïèse et de 
favoriser la résolution des infections par Plasmodium. Plusieurs études menées avec 
différents modèles murins et simiens ont démontré que l'ajout d'IL-12 recombinante 
permettait une stimulation de l'érythropoïèse et une restauration de l'hématocrite (Mohan et 
Stevenson, 1998; Mohan, Sam et Stevenson, 1999; Normaznah et al., 1999). Ainsi, il 
semblerait que le déficit en IL-12 lors des infections par Plasmodium contribue de manière 
significative au développement de l'anémie en inhibant l'érythropoïèse. 
Destruction des GR non parasités: 
Il a été observé que la malaria induit une destruction importante et inattendue de GR 
non parasités. Ces derniers voient leur espérance de vie passer de 120 jours à 80 jours 
pendant les infections (Berlin, 1964; Woodruff, Ansdell et Pettitt, 1979; Bratosin et al., 
1998). Les radicaux libres générés lors de l'infection entraîneraient la détérioration de la 
membrane des GR, ce qui induirait différents mécanismes de destruction liés au 
vieillissement prématuré de ces cellules (Jakobsen et al., 1995; Lutz, Pfister et Hornig, 1996; 
Bratosin et al., 1998; Waitumbi et al., 2000). De pJus, certaines études ont démontré que les 
patients atteints de la thalassémie et de J'anémie falciforme, deux maladies héréditaires 
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affectant la stabilité de l'Hb (Becker et al., 2004; Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009), présentent 
un vieillissement prématuré de leurs GR. Ce vieillissement prématuré semble dû à l'insertion 
d'HE dans la membrane des GR suite à la précipitation de l'Hb (voir art. 1.4.4) (Hebbel, 
1991; Shalev et al., 1995; Browne et al., 1997; Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009). Le fait que 
les infections par Plasmodium soient elles aussi associées à la libération d'HE dans la 
circulation sanguine suggère que cette molécule pourrait promouvoir la destruction de GR 
non parasités pendant la malaria (voir art. 1.4.4) (Ferreira et al., 2008; Seixas et al., 2009). 
Toutes ces études suggèrent que l'anémie et la MC associées à la malaria sont 
principalement dues à la production excessive de cytokines pro-inflammatoires et à la 
présence d'hème libre dans le sérum plutôt qu'à des lésions causées directement par le 
parasite. 
1.1.7. État d'immunosuppression associé à la malaria 
Les protozoaires, comme Plasmodium, Trypanosoma, Entamoeba et Leishmania sont 
des pathogènes reconnus pour leur capacité à interférer avec le développement de la réponse 
immunitaire antiparasite. Ainsi, les protozoaires emploient de nombreux mécanismes 
immunosuppresseurs (pour une liste exhaustive consulter (Zambrano-Villa et al., 2002» leur 
permettant de favoriser leur multiplication et/ou de prolonger leur survie au sein de J'hôte. 
En ce qui concerne le Plasmodium, nous avons déjà mentionné qu'il possède des 
moyens d'évasion propres à sa physiologie dont le polymorphisme antigénique et la variation 
antigénique (voir par. 1.1.4.3). En plus, le Plasmodium est aussi capable d'induire un état 
d'immunosuppression généralisé en interférant avec l'induction d'une réponse immunitaire 
efficace contre lui-même et divers pathogènes. Ainsi, les infections par Plasmodium sont 
associées à une sensibilité accrue aux infections par certaines bactéries dont Salmonella typhi 
(Bennett et Hook, 1959; Greenwood, 1974; Williamson et Greenwood, 1978; Mabey, Brown 
et Greenwood, 1987) et par certains virus dont les virus Herpes zoster (Cook, 1985), V/H 
(Hoffman et al., 1999), Epstein-Barr (Whittle et al., 1984) et Herpes simplex (Scott, 1944). 
De plus, il a été démontré que l'efficacité de certains vaccins était réduite chez les personnes 
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atteintes de la malaria (Williamson et Greenwood, 1978). Ces études confirment l'état de 
suppression immunitaire généralisé associé aux infections par Plasmodium. 
1.1.7.1. Mécanismes immunosuppresseurs induits pendant la malaria 
L'immunosuppression pendant la malaria est un phénomène complexe qui semble 
avoir de multiples causes et qui peut persister plusieurs semaines après J'élimination du 
parasite (Ocana-Morgner, Mota et Rodriguez, 2003). 
Premièrement, les protozoaires sont capables de moduler l'apoptose des cellules 
immunitaires afin de permettre leur survie (Navarre et Zychl insky, 2000; Luder, Gross et 
Lopes, 2001; James et Green, 2004; Luder et Gross, 2005; Dkhil, 2009). Dans ce contexte, 
les infections par Plasmodium induisent l'apoptose de cellules essentielles à l'élimination du 
parasite dont les cellules T, les cellules B et de manière plus prononcée les MP (voir art. 
1.4.5) (Balde et al, 2000; Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000; Piguet et al., 2001; 
Kemp et al., 2002; Riccio et al., 2003; Wichmann et al, 2007). Au pic d'infection, une rate 
de souris infectée par le PccAS peut contenir jusqu'à 40 millions de MP apoptotiques 
(Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000). Le nombre de cellules apoptotiques augmente 
au fur et à mesure que le parasite colonise les GR et atteint un maximum 2 jours après le pic 
de parasitémie (Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000). Le mécanisme conduisant à 
l'apoptose massive de MP reste pour le moment inconnu. Bien que l'élimination de ces 
cellules importantes dans l'immunité contre le Plasmodium puisse représenter un mécanisme 
immunosuppresseur employé par le parasite, il est aussi envisageable que ce soit un 
processus normal associé à la contraction de la réponse immunitaire. En effet, l'apoptose de 
cellules immunitaires est un phénomène pouvant intervenir lors de la réponse contre un 
pathogène. On peut notamment penser à la phase de contraction de la réponse immunitaire où 
de nombreuses cellules T sont éliminées par apoptose ou encore à la mort des neutrophiles 
suite à leur activation (Lenardo et al., 1999; Simon, 2003; McKinstry, Strutt et Swain, 20 JO). 
Deuxièmement, il a été démontré que le développement du parasite dans le sang 
affecte les cellules présentatrices d'antigène (CPA) (Warren et Weidanz, 1976; Correa, 
Narayanan et Miller, 1980; Scorza et al, 1999; Urban et al, 1999; Luyendyk et al., 2002; 
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Ocana-Morgner, Mota et Rodriguez, 2003). Ainsi, les MP et les cellules dendritiques (CD) 
provenant de souris infectées par le Plasmodium sont incapables d'induire une sécrétion 
d'IL-2 et une prolifération optimale des cellules T CD4+ (Scorza el al., 1999; Luyendyk el 
al., 2002). Ce phénomène semble dû à la fois à l'incapacité des CPA à présenter correctement 
l'antigène aux cellules T et à la sécrétion de facteurs solubles suppressifs (Loose, Cook et Di 
Luzio, 1972; Warren et Weidanz, 1976; Kim, Weinbaum et Asofsky, 1978; Correa, 
Narayanan et Miller, 1980; Loose, 1984; Brown et Kreier, 1986; Mahajan el al., 1986; Scorza 
el al., 1999; Urban el al., J999; Luyendyk el al., 2002; Deshpande et Shastry, 2004). Dans le 
même ordre d'idée, les CD provenant de souris infectées par le Plasmodium produisent 
beaucoup d'IL-IO dont la sécrétion inhibe l'activation et la prolifération des cellules T CDS+ 
(Ocana-Morgner, Mota et Rodriguez, 2003; Biswas el al., 2007). En plus de rendre les CPA 
incapables de stimuler correctement les cellules T, les infections par Plasmodium entrainent 
aussi une inhibition des leurs fonctions effectrices dont la sécrétion de cytokines 
inflammatoires (TNF-a, NO et IL-12) et la capacité à neutraliser les bactéries, les moisissures 
et les cellules tumorales (Schwarzer el al., 1992; Taramelli el al., 1995; Schwarzer et Arese, 
1996; Xu el al., 2001; Keller el al., 2006; Wykes el al., 2007; Wykes et Good, 2008). 
Troisièmement, de nombreuses études rapportent que la malaria est associée à une 
faible capacité proliférative des cellules T (Luyendyk el al., 2002; Ocana-Morgner, Mota et 
Rodriguez, 2003; Urban et Roberts, 2003; Cambos el al., 2008). Dans ce contexte, les 
cellules T provenant de souris infectées par Plasmodium produisent très peu d'IL-2 et ne 
prolifèrent quasiment pas en réponse à diverses stimulations polyclonales (Cambos el al., 
2008) (résultats non publiés). Il reste à déterminer si cette capacité limitée à répondre à la 
stimulation est liée à une inhibition des cellules T ou à un épuisement suite à leur activation 
excessive/répétée pendant les infections par Plasmodium (Mittendorf et Sharma, 2010; Yi, 
Cox et Zajac, 2010). Comme décrit dans le paragraphe précédent, les MP de souris infectées 
par le Plasmodium produisent des facteurs solubles capables d'inhiber l'activation des 
cellules T et pourraient être impliqués dans la suppression de ces cellules. Plus récemment, 
une étude a démontré que les infections par Plasmodium provoquaient un recrutement et une 
activation de cellules TregN (voir par. 1.2.2.3) (Hisaeda el al., 2004). Il semblerait que 
l'activation de ces cellules soit responsable de la faible capacité des cellules T à répondre à la 
32 
stimulation. Dans ce modèle d'infection utilisant le PyL, l'élimination des cellules TregN 
permet de réduire fortement la suppression affectant les cellules T et permet aux souris de 
résoudre l'infection normalement létale (Hisaeda et al., 2004). Ces résultats prometteurs 
doivent être évalués avec d'autres modèles expérimentaux afin de déterminer si ce 
mécanisme suppresseur est employé par différentes souches de Plasmodium, ce qui laisserait 
entrevoir la possibilité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de soigner la 
malaria. 
De nombreux autres mécanismes Immunosuppresseurs ont été décrits et pourraient 
affecter la réponse contre le Plasmodium. Ainsi, il a été démontré que, pendant les infections, 
les cellules T CD4+ spécifiques des antigènes du Plasmodium étaient éliminées rapidement 
(Hirunpetcharat et Good, 1998). De plus, le parasite induit aussi une activation polyclonale 
des cellules B conduisant à la production d'anticorps de spécificités diverses dont certains 
spécifiques du soi (Adu et al., 1982; Donati et al., 2004). Dans ce contexte, Donati et al. ont 
démontré que la région CIDR l-u de la protéine parasitaire PfEMP 1 exprimée à la surface des 
GR parasités agirait comme un activateur polyclonal des cellules B (Donati et al., 2004). 
Les différents mécanismes immunosuppresseurs décrits ci-dessus pourraient expliquer, 
au moins partiellement, la sensibilité accrue des personnes atteintes de la malaria aux 
infections par divers pathogènes ainsi que leur difficulté à éliminer le Plasmodium (infections 
persistantes) et à développer une protection complète contre ce parasite (infections répétées 
tout au long de la vie). 
1.1.7.2. Agents responsables de l'induction de l'immunosuppression 
De nombreuses études rapportent que l'intensité de l'immunosuppression est 
directement liée à la parasitémie (Greenwood, Playfair et Torrigiani, 1971; Orjih et 
Nussenzweig, 1979; Brasseur et al., 1983; Ahvazi, Jacobs et Stevenson, 1995; Scorza et al., 
1999; Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000; Ocana-Morgner, Mota et Rodriguez, 
2003). Ceci suggère que l'immunosuppression est intimement liée au développement du 
parasite dans le sang. Dans ce contexte, il a été suggéré que l'acquisition d'HZ par les 
phagocytes serait à l'origine de l'état d'immunosuppression induit par la malaria (Morakote 
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et Justus, 1988; Schwarzer et al., 1992; Taramelli et al., 1995; Schwarzer et Arese, 1996; 
Schwarzer et al., 1998; Scorza et al., 1999; Deshpande et Shastry, 2004; Keller et al., 2006; 
Millington et al., 2006). De manière intéressante, le fait que l'HZ puisse persister pendant 
plusieurs mois dans les phagocytes et les tissus (Schwarzer et al., 1998; Levesque, Sullivan et 
Meshnick, 1999; Schwarzer et al., 1999) et le fait que l'état d'immunosuppression persiste lui 
aussi plusieurs mois/semaines après l'élimination du parasite tendent à supporter 
l'implication du pigment malarique dans la suppression immunitaire (Ocana-Morgner, Mota 
et Rodriguez, 2003). Bien que l'HZ semble responsable de certains mécanismes 
immunosuppresseurs, il est fort probable que d'autres facteurs soient aussi impliqués. Ainsi, 
les cytokines pro-inflammatoires ou encore l'HE, qui sont libérées en quantités importantes 
lors des infections par Plasmodium, pourraient affecter certaines cellules immunitaires et 
contribuer à l'immunosuppression. 
Même si l'induction de l'immunosuppression semble directement liée à la phase 
érythrocytaire du cycle de développement du Plasmodium, cette suppression pourrait affecter 
l'immunité contre les stades d'infection intra-hépatiques. Étant donné que la suppression 
immunitaire se manifeste rapidement après la phase pré-érythrocytaire, il est envisageable 
qu'elle affecte la différenciation des cellules mémoires spécifiques aux parasites intra­
hépatiques. En effet, la non sécrétion de certaines cytokines (en partiulier l'IL-7 et l'IL-15) 
essentielles au développement, à la différenciation et à la survie des cellules mémoires 
pourrait conduire à la dégénérescence de ces dernières (Sprent et Surh, 2002; Schluns et 
Lefrancois, 2003). Ceci permettrait encore une fois d'expliquer pourquoi l'acquisition d'une 
protection contre la réinfection est longue et incomplète. Cette hypohèse est supportée par le 
fait que la protection efficace contre la réinfection induite par les sporozoites irradiés 
(parasites incapables de poursuivre leur cycle de développement au-delà de la phase pré­
érythrocytaire) est complètement annihilée si l'inoculation de ces derniers est suivie 
rapidement par une infections par des sporozoites sauvages capables de réaliser la phase 
érythrocytaire (Ocana-Morgner, Mota et Rodriguez, 2003). 
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1.2. Impact des cellules T régulatrices naturelles pendant les 
infections par Plasmodium 
Comme décrit précédemment, les infections par Plasmodium chez l'homme sont 
caractérisées par la persistance du parasite pendant plusieurs mois en absence de traitement. 
En effet, malgré la forte réponse inflammatoire responsable de diverses pathologies associées 
à la malaria, l'élimination complète du parasite reste difficile. De plus, l'acquisition d'une 
immunité contre le Plasmodium demande plusieurs années d'exposition et permet un meilleur 
contrôle du parasite ~ans toutefois empêcher la réinfection. Il a été proposé que la persistance 
du parasite et l'acquisition d'une immunité incomplète (<< non-stérilisante ») même après 
plusieurs années d'infections répétées soient dues à l'immunosuppression associée à la 
malaria (Hansen et Schofield, 2010). 
Bien que de nombreux mécanismes puissent intervenir dans l'immunosuppression 
associée à la malaria (voir art. 1.1.6), des études démontrant que les infections par 
Plasmodium provoquent une inhibition de la prolifération des cellules T (Plebanski et al., 
1999) ainsi que la sécrétion accrue de cytokines suppressives (IL-1 0 (Kossodo et al., 1997) et 
TGF-~ (pour « transforming growth factor beta ») (Omer et Riley, 1998; Omer, de Souza et 
Riley, 2003)) suggèrent que les cellules T régulatrices (Treg) (Fig. 1.5) pourraient être 
impliquées dans la suppression du système immunitaire. 
Bien que longtemps controversée, J'existence des cellules Treg est maintenant 
largement acceptée chez l'homme, la souris et de manière générale chez les mammifères 
(Levings, Sangregorio et Roncarolo, 2001). Les celJu les Treg ont comme principale rôle de 
1imiter les réactions immunitaires excessives ou inappropriées pouvant conduire à 
l'endommagement ou à la destruction des tissus. En particulier, ces cellules jouent un rôle 
prépondérant dans le contrôle de l'auto-immunité et des inflammations chroniques 
(Sakaguchi el al., 2008; Vignali, Col1ison et Workman, 2008). Plus récemment, il a été 
proposé que la fonction suppressive de ces cellules pourrait être exploitée par les pathogènes 
afin de leur permettre d'échapper au système immunitaire de l'hôte et de favoriser leur survie 
(Mills, 2004; Belkaid et Rouse, 2005). Les cellules Treg agissent principalement sur les 
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cellules T effectrices en restreignant leur prolifération et leur sécrétion de cytokines via 
divers mécanismes dont le contact cellulaire et la sécrétion de cytokines suppressives (voir 
par. 1.2.1.4) (Vignali, Collison et Workman, 2008). 
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Figure 1.5: Les principales populations de cellules Treg naturelles et inductibles 
Plusieurs types de cellules T régulatrices sont impliqués dans le contrôle des réactions 
immunitaires. Les cellules T régulatrices naturelles (CD4+CD2S+FOXP3+) sont produites 
dans le thymus et sont présentes de manière naturelle (en absence d'infection) dans 
l'organisme. Les cellules T régulatrices inductibles proviennent de la différenciation de 
cellules T effectrices conventionnelles (CD4+CD2Y ou CD8+CD2Y) en périphérie. Parmis 
les cellules T régulatrices inductibles on peut citer les cellules Th3, Tri et les cellules T 
régulatrices CD8+. 
Source: (Mills, 2004) 
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A l'heure actuelle, deux grandes catégories de cellules Treg ont été identifiées et toutes 
deux appartiennent à la population des cellules T CD4+ (Roncarolo et al., 2001; Roncarolo, 
Gregori et Levings, 2003). La première catégorie correspond aux cellules Treg naturelles 
(TregN) qui, comme leur nom l'indique, sont présentes de manière naturelle dans 
l'organisme (i.e. en absence d'infection) (Fig. 1.5). La seconde catégorie est composée des 
cellules Treg inductibles (Tregl) dans lesquelles se trouvent les cellules Treg de type Th3 
(pour «T helper 3 »)(Weiner, 2001; Shevach, 2006) et TrI (pour « T regulatory cells 1 ») 
(Roncarolo et al., 2001; Shevach, 2006) (Fig. 1.5). Ces cellules dérivent de cellules T CD4+ 
périphériques activées par des CPA immatures ou dans des conditions de stimulation 
faiblement immunogéniques. Plus récemment, de nouvelles catégories de cellules Treg ont 
été décrites dans les populations des cellules T CD8+, des cellules CD4-CD8- et des cellules T 
ylb. Pour le moment, aucun indice n'indique que ces cellules Treg jouent un rôle crucial in 
vivo (Sakaguchi et al., 2008). Dans le reste de ce document, nous nous intéresserons 
principalement aux cellules TregN. 
1.2.1. Les cellules T régulatrices naturelles 
1.2.1.1. Origine des cellules T régulatrices naturelles 
Chez l'homme et la souris, les cellules TregN représentent 5 à 10% des cellules T 
CD4+ en circulation et sont caractérisées par l'expression des marqueurs CD25 et FOXP3 
(pour «forkhead box P3 ») sur lesquels nous reviendrons plus en détail dans le paragraphe 
1.2. J.2. Ces cellules sont produites en continu par le thymus à partir du 4ème jour post-natal et 
leur nombre final est atteint trois semaines après la naissance (Sakaguchi, 2004; Fontenot et 
al., 2005). L'implication du thymus dans la production des cellules TregN provient 
d'observations réalisées par deux équipes. Tout d'abord, il a été démontré que J'ablation du 
thymus au jour trois post-natal conduisait à l'apparition de réactions auto-immunes affectant 
notamment les ovaires (Nishizuka et Sakakura, 1969). Ensuite, il a été rapporté que l'ablation 
du thymus en combinaison à plusieurs expositions à des doses non létales de rayons X 
provoquaient l'apparition d'auto-anticorps et de réactions auto-immunes affectant la thyroïde 
chez des rats adultes (Penhale et al., 1973). Étant donné que le transfert de cellules T, plus 
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particulièrement de la population CD4+, permettait d'empêcher l'apparition de pathologies, 
ces deux équipes ont conclu que l'apparition des réactions auto-immunes était due à la 
disparition d'une population de cellules T suppressives (nommées par la suite cellules TregN) 
suite à l'ablation du thymus (Penhale et al., 1976; Sakaguchi, Takahashi et Nishizuka, 1982). 
L'ablation du thymus au jour sept post-natal ne causant pas de dysfonction des ovaires, il a 
été déterminé que la production des cellules TregN commence autour du jour quatre post­
natal (Nishizuka et Sakakura, 1969). 
De manière très intéressante, des études réalisées in vivo chez la souris et in vitro chez 
l'homme ont montré qu'il était possible de générer des cellules semblables aux TregN 
exprimant les marqueurs CD2S et FOXP3 à partir de cellules T CD4+ périphériques 
conventionnelles (Akbar et al., 2003; Chen et al., 2003; Sakaguchi, 2003; Apostolou et von 
Boehmer, 2004; Kretschmer et al., 200S; Taams et Akbar, 200S). Il semblerait que leur 
différenciation en cellules TregN nécessite la présence du TGF-~ (Chen et al., 2003; 
Kretschmer et al., 200S) et soit facilitée par ]'IL-2 (Laurence et al., 2007) et l'acide 
rétinoïque (Benson et al., 2007; Coombes et al., 2007; Mucida et al., 2007; Sun et al., 2007). 
L'acide rétinoïque est normalement produit par une sous population de CD située à un niveau 
de l'intestin et pourrait, via sa capacité à induire la différenciation de cellules TregN, être 
responsable du phénomène de tolérance orale associé aux muqueuses intestinales. Ainsi, les 
cellules TregN pourraient être générées à la fois au niveau du thymus et de la périphérie. 
Cependant, la stabilité des cellules TregN générées en périphérie et leur proportion au sein du 
pool total de cellules TregN restent à être déterminer afin d'évaluer leur importance in vivo. 
La possibilité que les cellules T CD4+ conventionnelles employées dans ces expériences de 
différenciation soient en réalité des cellules TregN originaires du thymus ayant perdu leur 
phénotype de cellules Treg ou n'ayant pas terminé leur différenciation demeure envisageable. 
1.2.1.2. Phénotype des cellules T régulatrices naturelles 
Au cours des dernières années, les cellules TregN ont été largement étudiées et 
caractérisées. Ces cellu les expriment certains TLR (TLR 1, 2, 4, S, 6, 7 et 8) (Sakaguchi, 
2003) et d'autres protéines à des niveaux d'expression variables: CD4SRBfaible, CD44fort , 
CDS fort, CDS4 (lntercellular Adhesion Molecule l/ort, CDllalCDI8 (LFA-I/ort et 
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partiellement C062Lfaibie (Sakaguchi, 2003). Leur phénotype ressemble à celui de cellules 
fortement différenciées ou de cellules T mémoires. Ainsi, contrairement aux cellules T 
naïves, les cellules TregN expriment de manière constitutive la chaîne alpha du récepteur de 
l'IL-2 (C025), le CTLA-4 (pour « cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 »)(ou COI52), le GITR 
(pour « glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor ») et le C028 (Ho lm, Nielsen 
et Claesson, 2004). Cependant, ces marqueurs phénotypiques ne sont pas spécifiques aux 
cellules TregN. En effet, les cellules T C04+ activées expriment elles-aussi ces protéines de 
surface. Alors qu'en absence d'infection, la population des cellules C04+C025+ est 
quasiment exclusivement composée de cellules TregN, lors d'une réponse immunitaire des 
cellules T C04+ effectrices activées s'ajoutent à cette population. L'absence de marqueur 
spécifique permettant d'identifier clairement les cellules TregN a longtemps freiné et biaisé 
leur étude. 
En 2003, un facteur de transcription essentiel au développement, à la survie et à 
l'activité suppressive des cellules TregN a été découvert. Ce facteur de transcription a été 
nommé scurfine (aussi appelé FOXP3) et le gène le codant nommé foxp3 (Hori, Nomura et 
Sakaguchi, 2003). L'expression du gène foxp3 semble essentiellement restreinte aux cellules 
TregN en faisant un marqueur spécifique de cette population cellulaire. Oe manière 
intéressante, une population de cellules C04+C02Y exprimant le gènefoxp3 (correspondant 
à 40% des cellules FOXP3+ de [a rate chez la souris) et ayant des capacités suppressives 
similaires aux TregN (C04+C025+) a été décrite plus récemment (Fontenot et al., 2005). 
Ainsi, il semblerait que l'expression du gène foxp3 ne soit pas limitée aux cellules TregN 
mais qu'elle puisse être présente chez d'autres cellules Treg. Il a été démontré que certaines 
populations de cellules Th3 expriment le gène foxp3 (Sakaguchi et al., 2008). En revanche, à 
l'heure actuelle, aucune étude ne rapporte l'expression de ce gène dans la population des 
cellules TrI (Sakaguchi et al., 2008). Il est aussi envisageable que les cellules C04+C02Y 
FOXP3+ soient des cellules TregN ayant perdu l'expression du C025. Une étude a rapporté 
que, lors de leur expansion homéostatique, les cellules TregN réduisent leur expression de 
C025 (Gavin et al., 2002; Fontenot et al., 2005). Oe même, il a été démontré que les cellules 
TregN diminuaient fortement l'expression du marqueur C025 en absence de son substrat 
l'IL-2 (Fontenot et al., 2005). Oans un tout autre contexte, il a été rapporté que suite à leur 
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activation, les cellules T CD4+ et CD8+ conventionnelles expriment le gène foxp3 et 
acquièrent un phénotype suppressif. Ce phénomène est transitoire et l'expression du gène 
foxp3 est réduite comparativement à celle observée chez les TregN. Six jours après 
l'activation, l'expression de FOXP3 et l'activité suppressive de ces cellules disparaissent 
pour laisser place aux fonctions effectrices caractéristiques des cellules T CD4+ et CD8+ 
(Pillai et al., 2007). Pour le moment, ces résultats se limitent à l'homme et n'ont pas été 
observés chez la souris. 
1.2.1.3. Développement et survie des cellules T régulatrices naturelles 
Comme décrit précédemment, le développement des cellules TregN se passe 
principalement au niveau du thymus. Les cellules TregN semblent provenir de thymocytes 
possédant des TCR (pour « T cell receptor ») ayant une très forte affinité pour les complexes 
majeurs d'histocompatibilité (CMH) associés aux peptides. Les signaux et les mécanismes 
conduisant à la génération des cellules TregN restent encore mal connus (Sakaguchi et al., 
2008). Cependant, l'expression du gène foxp3 et la fixation de l'IL-2 sur son récepteur 
composé du CD25 semblent déterminants dans le développement, la survie et l'activité 
suppressive des cellules TregN. 
L'importance du gène foxp3 est soulignée par les diverses maladies auto-immunes 
associées à son absence ou à sa dysfonction. En effet, les souris scurfy déficientes en scurfine 
(produit de l'expression du gène foxp3) et les individus possédant une mutation affectant le 
gène foxp3 développent diverses réactions auto-immunes sévères rappelant la pathologie des 
souris ayant subi une ablation du thymus au jour trois post-natal (Bennett et al., 2001; 
Brunkow et al., 2001; Wildin et al., 2001; Vignali, Collison et Workman, 2008). Le fait que 
les souris scurfy présentent un nombre anormalement faible de cellules TregN et que le 
transfert de cellules CD4+CD25+ de souris saines permette d'empêcher l'apparition de 
désordres auto-immuns suggèrent que l'absence d'un gène foxp3 fonctionnel affecte le 
développement et/ou l'activité suppressive des cellules TregN (Fontenot, Gavin et Rudensky, 
2003). De manière intéressante, l'expression ectopique du gène foxp3 chez des cellules 
CD4+CD2Y provoque leur conversion en cellules Treg ayant un phénotype et une activité 
suppressive semblables aux cellules TregN générées par le thymus (Hori, Nomura et 
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Sakaguchi, 2003; Yagi et a!., 2004; Vignali, Collison et Workman, 2008). L'expression de la 
scurfine chez les cellules CD4+CD25" inhibe leur prolifération et leur production d'IL-2, 
d'IL-4 et d'IFN-y suite à la stimulation par le TCR (Schubert et al., 2001; Bettelli, Dastrange 
et Oukka, 2005) tout en induisant l'expression des marqueurs CD25, GITR et du CTLA-4 
(Yagi et al., 2004). L'action du la scurfine semble provenir de sa capacité à interagir avec 
divers facteurs de transcription dont NFAT (pour « nuclear factor of activated T-cells »), 
AMLI/Runxi (pour « Runt-related transcription factor 1 »), HAT/HDAC (pour « histone 
acetyltransferase/histone deacetylases ») et NFKB (pour « nuclear factor kappa-light-chain­
enhancer of activated B cells») et à moduler leur fonction suite à leur activation par la 
stimulation du TCR (Sakaguchi et al., 2008). Ces expériences confirment l'importance du 
gènefoxp3 dans le développement des cellules TregN. 
L'IL-2 semble aussi cruciale au développement, à la survie et à l'activité suppressive 
des cellules TregN. Cette cytokine est reconnue par un récepteur de faible affinité composé 
d'une chaîne y commune à différents récepteurs de cytokines (Ye ou CD 132) et d'une autre 
sous-unité connue sous le nom de chaîne ~ du récepteur de l'IL-2 (IL-2R~ ou CDI22). 
L'ajout de la chaîne a du récepteur de l'IL-2 (IL-2Ra ou CD25) à ce complexe permet de 
former le récepteur de haute affinité à l'IL-2 (Waldmann, 2006). L'IL-2 est connue pour son 
implication dans la prolifération et la différenciation des cellules T (Sakaguchi ef al., 2008). 
Pour cette raison, il a été très surprenant de découvrir que les souris déficientes pour cette 
cytokine présentent des cellules T effectrices complètement fonctionnelles. En revanche, 
cette déficience est accompagnée de multiples pathologies auto-immunes associées au 
développement anarchique des cellules T et à une forte inflammation (Malek et Bayer, 2004). 
Les souris déficientes en CD25 ou CD122 succombent d'une pathologie similaire à celle 
décrite à l'instant rappelant fortement le syndrome IPEX (pour « immunodysregulation 
polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome ») associé à la mutation du gène foxp3 
chez l'homme. Ces déficiences sont associées à un nombre réduit de cellules TregN et le 
transfert de cellules CD4+CD25+ permet d'empêcher l'apparition des manifestations auto­
immunitaires confirmant le rôle de l'IL-2 dans le développement et J'activité des cellules 
TregN (Malek et Bayer, 2004; Antony et a!., 2006). L'IL-2 semble agir sur les cellules TregN 
en assurant le maintien de J'expression du gène foxp3 ainsi que du CD25 et en permettant 
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d'accroître leur activité suppressive (Fontenot et al., 2005; Shevach, 2006; Shevach et al., 
2006). D'autres cytokines, dont l'IL-4, l'IL-7, l'IL-9, l'IL-15 et l'IL-21, partageant la chaine 
y du récepteur de l'IL-2 semblent aussi favoriser le développement et le maintien des cellules 
TregN mais leur impact est mineur comparativement à J'IL-2 (Sakaguchi et al., 2008). L'IL-2 
étant produite majoritairement par les cellules T effectrices suite à leur activation, sa 
sécrétion pourrait représenter un mécanisme régulateur de la réponse immunitaire via 
['activation des cellules TregN. 
1.2.1.4. Activité suppressive des cellules T régulatrices naturelles 
Une fois produites dans le thymus, les cellules TregN vont migrer en périphérie pour 
rejoindre les organes lymphoïdes secondaires (plus particulièrement, les ganglions 
lymphatiques) afin d'assurer le contrôle du système immunitaire (Sakaguchi et al., 2008). 
Grâce à l'expression de diverses molécules d'adhésion et de récepteurs aux chimiokines, les 
cellules TregN possèdent aussi la capacité d'infiltrer les tissus inflammés. 
Activation des cellules TregN et modulation de leur activité suppressive : 
Contrairement aux cellules T conventionnelles (cellules CD4+ auxilliaires) qui doivent 
subir un processus de différenciation en cellules Thl ou Th2 suite à la reconnaissance des 
complexes CMH-II / peptide via leur TCR afin de développer leurs fonctions effectrices, les 
cellules TregN sont matures et capables d'exercer leur capacité suppressive directement. Afin 
d'exercer leur pouvoir suppressif, les cellules TregN doivent préalablement être stimulées de 
manière spécifique via leur TCR. La concentration d'antigène nécessaire à l'activation des 
cellu les TregN est de 10 à 100 fois inférieure à celle nécessaire aux cellules T effectrices 
conventionnelles (Takahashi et al., 1998). Contrairement aux cellules T conventionnelles, 
suite à la stimulation de leur TCR, les cellules TregN ne prolifèrent pas in vitro et de ce fait 
ont longtemps été considérées anergiques. En réalité, il semblerait que, malgré cette 
apparente anergie in vitro, elles prolifèrent correctement in vivo suite à leur stimulation via le 
TCR (Walker et al., 2003; Sakaguchi et al., 2008). Ainsi, d'autres stimuli (possiblement l'IL­
2 et/ou l'IL-15) (Dieckmann et al., 2001; Holm, Nielsen et Claesson, 2004), 
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vraisemblablement fournis par le microenvironnement in vivo, seraient nécessaires à leur 
prolifération. 
La stimulation de certains récepteurs exprimés à la surface des cellules TregN joue un 
rôle clef dans la modulation de leur activité suppressive (Sakaguchi, 2003). Ainsi, il a été 
démontré que la stimulation du CTLA-4 (récepteur des molécules B7.1 (C080) ou B7.2 
(CD86) des CPA) entraîne une augmentation de l'activité suppressive des cellules TregN 
(Takahashi et al., 2000). En revanche, la stimulation in vitro du GITR (de l'anglais 
« glucocorticoid-induced TNF receptor ») en présence d'IL-2 déclenche la prolifération des 
cellules TregN et la perte de leur capacité à réprimer la prolifération de cellules T effectrices 
en co-culture (Shimizu et al., 2002). L'utilisation d'anticorps agonistes du GITR in vivo 
conduit au développement de maladies auto-immunes suggérant encore une fois que l'activité 
suppressive des cellules TregN est inopérante suite à la stimulation de ce récepteur (McHugh 
et al., 2002; Sakaguchi et al., 2008). Cependant, il reste à déterminer si l'effet du GITR est dû 
à l'inhibition de j'activité suppressive des cellules TregN ou s'il affecte plutôt les cellules T 
effectrices en les rendant insensibles à la suppression (Sakaguchi et al., 2008). De manière 
intéressante, il a été proposé que les cellules TregN auraient leur capacité suppressive 
temporairement réduite lors de leur prolifération (Takahashi el al., 1998; Holm, Nielsen et 
Claesson, 2004; Sutmuller et al., 2006). La stimulation des TLR2 et 4 couplée à l'interaction 
avec le TCR induit la prolifération des cellules TregN et module leur activité suppressive 
(Caramalho et al., 2003; Sutmuller et al., 2006). La stimulation du GITR et plus 
particulièrement celle des TLR décrivent deux mécanismes par lesquels les cellules T 
effectrices peuvent échapper au contrôle des cellules TregN. Ces études pourraient permettre 
d'expliquer pourquoi les cellules TregN inhibent complètement les réactions auto-immunes 
tout en permettant le développement des réponses contre les pathogènes. En plus de ces deux 
mécanismes, il a été démontré que certaines conditions peuvent rendre les cellules T 
effectrices insensibles à l'inhibition par les cellules TregN. Ainsi, certaines cytokines pro­
inflammatoires (dont l'IL-6) produites suite à la reconnaissance des pathogènes par les TLR 
rendent les cellules T effectrices insensibles à la suppression (Pasare et Medzhitov, 2003). 
Dans le même ordre d'idée, une forte stimulation des cellules T effectrices (stimulation du 
TCR et du récepteur C028 en présence d'une forte concentration d'IL-2) permet aussi à ces 
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dernières d'échapper à la suppression (Takahashi et al., 1998). Ainsi, l'activation de la 
sécrétion de cytokines inflammatoires et l'induction de l'expression des molécules de 
costimulation C080 et C086 (capables de lier le C028 des cellules T) à la surface des CPA 
pourraient rendre les cellules T effectrices insensibles à la suppression des cellules TregN et 
permettre le développement de la réponse immunitaire contre les pathogènes. 
Mécanismes immunosuppresseurs employés par les cellules TregN : 
Suite à leur activation par leur antigène spécifique, les cellules TregN acquièrent la 
capacité de supprimer l'ensemble des cellules T effectrices même si ces dernières présentent 
une spécificité antigénique différente. L'activité suppressive des cellules TregN a dans un 
premier temps été mise en évidence avec des expériences de co-culture in vitro montrant que 
les cellules C04+C025+ (cellules TregN) étaient capables d'inhiber la prolifération et la 
sécrétion de cytokines (IL-2 et IFN-y en particulier) des cellules C04+C02Y (cellules T 
effectrices) (Takahashi et al., 1998; Thornton et Shevach, 1998; Piccirillo et Shevach, 2001; 
Holm, Nielsen et Claesson, 2004). Pendant longtemps, la communauté scientifique a pensé 
que les cellules TregN exerçaient leur pouvoir suppressif via le contact cellulaire puisque le 
fait de placer les cellules TregN et les cellules T effectrices dans deux compartiments séparés 
par une membrane hémiperméabJe (transwell) empêchait la suppression (Thornton et 
Shevach, 1998; Dieckmann et al., 2001). À la vue de ces résultats, l'implication de facteurs 
solubles suppressifs a été écartée et il a été proposé que la molécule CTLA-4 (Read, 
Malmstrom et Powrie, 2000; Salomon et al., 2000; Takahashi et al., 2000) et le TGF-~ 
membranaire (Nakamura, Kitani et Strober, 2001) pourraient être impliqués dans l'activité 
suppressive des cellules TregN. Cependant, le fait que certains composés solubles soient 
hautement labiles et le fait que la plupart des médiateurs chimiques nécessitent d'être libérés 
en concentration importante à proximité de la cellule cible pour être efficaces ont remis en 
cause les conclusions découlant de l'utilisation de la technologie transwell (Vignali, Collison 
et Workman, 2008). En effet, la diffusion d'un compartiment à l'autre des éventuels facteurs 
solubles suppresseurs produits par les cellules TregN pourrait affecter significativement leur 
concentration et leur activité. 
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Bien que cela soit encore très controversé, divers facteurs solubles semblent être 
impliqués dans l'activité suppressive des cellules TregN (Shevach, 2006; Vignali, Collison et 
Workman, 2008). L'IL-IO et le TGF-~, deux cytokines connues pour leurs propriétés 
suppressives (Roncarolo et al., 2001), ont été proposés comme des facteurs solubles 
potentiellement liés à l'activité suppressive des cellules TregN. Bien que plusieurs études 
démontrent que l'incapacité de répondre à ces cytokines (absence de leur récepteur) ou leur 
neutralisation à l'aide d'anticorps n'affectent pas la capacité suppressive des cellules TregN 
(Takahashi et al., 1998; Dieckmann et al., 2001; lonuleit et al., 2001; Piccirillo et al., 2002), 
un nombre équivalent d'études montre le contraire (Annacker et al., 2001; Nakamura, Kitani 
et Strober, 2001; Annacker et al., 2003; Green et al., 2003; Hawrylowicz et ü'Garra, 2005). 
D'autre palt, il a été démontré que les cellules TregN sont capables d'induire la sécrétion de 
cytokines suppressives (IL-JO et/ou TGF-~) par les cellules T conventionnelles (Dieckmann 
et al., 2002; Holm, Nielsen et Claesson, 2004). Ce phénomène pourrait expliquer comment 
un nombre si restreint de cellules TregN puisse exercer un si fOlt contrôle sur le système 
immunitaire juste par contact cellulaire. En plus du TGF-~ et de l'IL-I0, l'IL-35, une 
cytokine exprimée préférentiellement par les cellules TregN, semble nécessaire à une activité 
suppressive optimale de ces dernières (Collison et al., 2007; Vignali, Collison et Workman, 
2008). Cette cytokine est un dimère composé de la sous-unité IL-12p35 de l'IL-12 associée 
au facteur Ebi3 (pour « Epstein Barr virus induced gene 3 »). 
Plus récemment, d'autres mécanismes suppresseurs ont été découverts. Premièrement, 
les cellules TregN sont capables d'exprimer les molécules granzymes et perforine qui sont 
normalement associées à l'activité cytotoxique de cellules NK et des cellules T CD8+ 
(Vignali, Collison et Workman, 2008) et sont ainsi capables de lyser divers types cellulaires 
(McHugh et al., 2002; Herman et al., 2004; Gondek et al., 2005; Zhao et al., 2006; Cao et al., 
2007). Ces cellules semblent aussi exprimer TRAIL (pour « tumor necrosis factor-related 
apoptosis-inducing ligand») (Ren et al., 2007) et Galectin-I (Garin et al., 2007) qui 
pourraient conduire àl'apoptose des cellules cibles. Deuxièmement, les cellules TregN 
peuvent provoquer des dysfonctions métaboliques chez les cellules T effectrices. D'une part, 
les cellules TregN semblent capables d'appauvrir le milieu en certaines cytokines (dont l'IL­
2) essentielles à la survie des cellules T effectrices et d'induire leur apoptose (Tbornton et 
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Shevach, 1998; de la Rosa et al., 2004; Pandiyan et al., 2007). D'autre part, les cellu les 
TregN expriment des ectoenzymes (C039 et C073) responsables de la production 
d'adénosine péri-cellulaire. En se fixant sur son récepteur (A2A R), l'adénosine va diminuer 
les fonctions effectrices des cellules T, favoriser la génération de cellules TregI et rendre les 
CD toJérogéniques (Vignali, Collison et Workman, 2008). Troisièmement, quelques études 
suggèrent que les cellules TregN agiraient en ciblant les CD (Vignali, Collison et Workman, 
2008). Des expériences de microscopie intravitale ont permis de mettre en évidence des 
interactions entre les cellules TregN et les CD (Tadokoro et al., 2006; Tang et al., 2006). De 
manière intéressante, les interactions entre cellules TregN et CD semblent plus fréquentes 
que celles entre cellules TregN et cellules T effectrices. L'interaction avec les cellules TregN 
semble induire l'expression de l'enzyme indoleamine 2,3-dioxygénase (IDa) chez les CD 
(Fallarino et al., 2003) et diminuer leur capacité à stimuler les cellules T effectrices en 
réduisant leur maturation ainsi que leur expression de molécules de costimulation (C080 et 
CD86 en particulier) (Cederbom, Hall et Ivars, 2000; Misra et al., 2004). Une fois activée, 
l'IDa va conduire à la production de métabolites pro-apoptotiques à partir du tryptophane. 
La suppression de CD par les cellules TregN pourrait être un autre mécanisme permettant 
d'expliquer comment un nombre si restreint de cellules TregN puisse exercer un si fort 
contrôle sur le système immunitaire juste par contact cellulaire. Cette suppression des CD 
semble dépendre de la fixation du CTLA-4 (Oderup et al., 2006) et de LAG3 (pour 
« lymphocyte-activation gene 3 ») (ou CD223) (Huang et al., 2004) des cellules TregN sur 
les molécules C080/C086 et le CMH-II, respectivement. 
Ainsi, les cellules TregN disposent d'un nombre important de mécanismes 
immunosuppresseurs capables de contrôler la réponse immunitaire. L'importance de chacun 
de ces mécanismes reste à déterminer in vivo. Puisque la neutralisation de manières 
individuelle de plusieurs de ces mécanismes ne conduit pas au développement de réactions 
auto-immunes semblables à l'IPEX, il est vraisemblable que le contrôle du système 
immunitaire par les cellules TregN repose sur plusieurs de ces stratégies. Il est aussi possible 
d'envisager que ces différents mécanismes soient employés par différentes populations de 
cellules TregN ou bien que chacun d'entre eux soit adapté au contrôle de pathologies 
spécifiques (Vignali, Collison et Workman, 2008). 
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1.2.2. Rôle des cellules T régulatrices naturelles in vivo 
Les cellules TregN contrôlent un large éventail de réactions immunitaires (Fig. 1.6) 
(Sakaguchi, 2005). Au départ, elles ont été identifiées pour leur capacité à inhiber les 
réactions auto-immunes. Ce n'est que plus récemment qu'il a été proposé que les cellules 
TregN interviendraient aussi lors des réactions de rejet de greffes, du contrôle des réactions 
anti-tumeurs et des réactions dirigées contre divers pathogènes (Mittrucker et Kaufmann, 
2004; Belkaid et Rouse, 2005). 
,.---Bone marrow 
Figure 1.6 : Schéma des différents rôles des cellules TregN 
Les cellules TregN sont produites dans le thymus et ont la capacité de réguler la maturation et 
la sécrétion de cytokines des cellules présentatrices d'antigène (APC de l'anglais «antigen 
presenting cell »). Elles sont aussi capables d'inhiber la sécrétion de cytokines et la 
prolifération des cellules T effectrices. Grâce à leurs capacités inhibitrices, les cellules TregN 
sont impliquées dans la modulation de diverses réactions immunitaires comme les maladies 
auto-immunes, les allergies et bien d'autres. 
Source: (Sakaguchi, 2005) 
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1.2.2.1. Contrôle de la tolérance 
Au cours de la génération des cellules T dans le thymus, les thymocytes passent 
successivement par deux étapes cruciales de délétion clona le qui vont déterminer leur 
élimination ou leur survie. La première étape consiste en une sélection positive qui va 
permettre la survie des thymocytes capables de reconnaitre les peptides présentés par les 
complexes CMH du soi (Goldsby et al., 2003). La seconde est une sélection négative qui a 
pour but d'éliminer tous les thymocytes ayant une affinité trop forte pour les peptides du soi 
(Goldsby et al., 2003). Cette dernière étape vise à éviter la production de cellules T auto­
réactives qui pourraient provoquer des maladies auto-immunes. Bien que cette étape élimine 
la grande majorité des cellules T auto-réactives, certaines parviennent à échapper à cette 
sélection et à rejoindre la périphérie. Afin de neutraliser ces cellules potentiellement 
dangereuses, l'organisme dispose de mécanismes protecteurs additionnels. D'une part, les 
cellules T auto-réactives peuvent être inactivées de manière définitive en périphérie 
lorsqu'elles rencontrent leur antigène en absence de costimulation. Ce phénomène est connu 
sous le nom d'anergie (Goldsby et al., 2003; Sakaguchi et al., 2008). D'autre part, les cellules 
TregN décrites précédemment ont pour rôle d'inhiber les cellules T auto-réactives afin 
d'éviter Je développement de maladies auto-immunes (Sakaguchi et al., 2008). 
L'importance des cellules TregN dans le contrôle de la tolérance aux antigènes du soi a 
été démontrée à diverses reprises avec des expériences montrant que l'élimination ou 
J'absence de ces cellules provoquent l'apparition de pathologies auto-immunes malgré la 
présence d'autres types de cellules Treg (CD8+, Th3 ou Tri par exemple) (Sakaguchi, 2005). 
Les multiples maladies auto-immunes observées chez les souris scurfy et chez les individus 
possédant un gène foxp3 dysfonctionnel en sont les meilleurs exemples (Bennett et al., 2001; 
Brunkow et al., 2001; Wildin et al., 2001; Vignali, CoUison et Workman, 2008). D'autres 
études ont aussi montré que les cellules TregN permettaient de contrôler l'homéostasie 
intestinale afin d'éviter les réactions inflammatoires inutiles contre la flore commensale 
(Belkaid et Rouse, 2005). Dans ces études, l'ajout de cellules CD4+CD2Y chez des souris 
dépourvues de cellules T provoquait le développement d'une inflammation massive de 
l'intestin. En revanche, ('administration de cellules CD4+CD25+ en conjonction des cellules 
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CD4+CD2Y ne causait aucune lésion démontrant l'implication des cellules TregN dans 
l'homéostasie intestinale (Powrie et al., 2003). 
En plus de leur importance dans le contrôle de la tolérance, les cellules TregN 
semblent aussi impliquées dans le contrôle des réponses anti-tumeurs et de rejet de greffe. En 
effet, puisque la majorité des antigènes associés aux tumeurs sont des antigènes du soi, il est 
vraisemblable que les cellules TregN puissent interférer avec la réponse anti-tumeur (Boon et 
al., 1994; Dunn, üld et Schreiber, 2004). Des expériences visant à éliminer les cellules 
TregN ou à moduler leur capacité suppressive ont permis d'accroitre la réponse anti-tumeur 
(Sutmuller et al., 2001; Phan et al., 2003; Sakaguchi, 2005). Le but ultime des 
transplantations d'organe est d'établir une tolérance envers le greffon. Dans ce sens, plusieurs 
études essaient actuellement de générer des cellules TregN spécifiques des antigènes du 
greffon afin de les injecter au receveur pour favoriser l'acceptation de la greffe. 
1.2.2.2. Implication dans la résolution des maladies infectieuses 
Les cellules TregN répondent à une grande diversité d'antigènes du soi. Bien que la 
diversité du répertoire des cellules T effectrices et des cellules TregN paraisse aussi large, il 
semblerait que ces dernières reconnaissent majoritairement des peptides du soi (Belkaid et 
Rouse, 2005; Sakaguchi, 2005; Sakaguchi et al., 2008). Ce n'est que récemment que 
certaines études ont permis de suggérer que les cellules TregN soient capables de reconnaître 
les antigènes de certains pathogènes (Belkaid et al., 2002; Maloy et al., 2003; Hesse et al., 
2004) et qu'elles pourraient ainsi moduler la réponse immunitaire contre ces derniers 
(Belkaid et Rouse, 2005). La première étude démontrant que les cellules TregN pouvaient 
avoir pour cible la réponse immunitaire contre un pathogène a été réalisée avec le pathogène 
intestinal Helicobacter pylori. Chez des souris RAG (pour « recombinant-activating gene ») 
knock-out (souris dépourvues de cellules B et T), J'infection par Helicobacter pylori donne 
lieu à une inflammation intestinale modérée et le transfert de cellules CD4+CD2Y aggrave 
significativement cette pathologie. Cette étude a mis en évidence que I:ajout de cellules 
CD4+CD25+ permettait de réduire fortement l'inflammation démontrant ainsi pour la 
première fois que les cellules TregN pouvaient moduler une réponse immunitaire dirigée 
contre un pathogène. Ces observations ont été extrapolées à d'autres pathogènes dont 
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Pneumocystis carinii, Candida albicans, Leishmania major, Schistosoma et le virus de 
l'hépatite C (résumé dans (Belkaid et Rouse, 2005». Dans ces infections, les cellules TregN 
semblent jouer un rôle bénéfique pour l'hôte en limitant l'inflammation et la pathologie, 
parfois excessives, induites par la réponse anti-pathogène (Belkaid et Rouse, 2005). La 
contrepartie consentie par l'organisme suite à l'intervention des cellules TregN est la survie 
prolongée des pathogènes et parfois leur persistance à long terme. 
De manière générale et en accord avec les études décrites à l'instant, les cellules TregN 
semblent permettre une régulation fine de la réponse immunitaire servant à la fois les intérêts 
du pathogène et de l'hôte. Cependant, dans certaines infections, dont les infections par 
Plasmodium, par les virus Herpes simplex, Friend Leukemia virus et VIH, l'activation des 
cellules TregN semble défavorable à l'hôte en inhibant la réponse immunitaire et en 
favorisant le développement incontrôlé du pathogène (Belkaid et Rouse, 2005). Comme 
décrit précédemment pour le Plasmodium (voir par. 1.IA.3 et 1.1.6.1), les siècles 
d'interactions entre les pathogènes et leur hôte ont permis à ceux-ci de développer divers 
mécanismes leur permettant d'échapper au système immunitaire. Dans ce contexte, il est 
envisageable que certains pathogènes aient développé la capacité d'activer ou de sur-activer 
les cellules TregN afin de favoriser leur persistance. 
Que le rôle des cellules TregN soit bénéfique ou néfaste pour l'hôte, il semblerait que 
l'activation de ces cellules soit un caractère récurrent observé lors des infections. Ainsi, 
plusieurs études rappolient que les infections par divers pathogènes induisent la sécrétion de 
cytokines suppressives comme l'IL-I 0 et le TGF-p, l'apparition de marqueurs d'activation à 
la surface des cellules TregN ainsi que l'augmentation de l'activité suppressive de ces 
dernières (Belkaid et Rouse, 2005). L'activation des cellules TregN pendant les infections 
pourrait provenir de la stimulation de leur TCR et/ou de leurs TLR par les antigènes et/ou les 
PAMP des pathogènes (Belkaid et Rouse, 2005). Il est aussi envisageable que l'inflammation 
associée à j'infection cause la destruction de certains tissus et libère ainsi certains antigènes 
du soi qui pourraient activer les cellules TregN impliquées dans la tolérance. En plus de leur 
activation, il a été observé que les cellules TregN s'accumulent au site d'infection lors des 
infections par Leishmania, Schistosoma, le virus Herpes simplex et le virus VIH (résumé dans 
(Belkaid et Rouse, 2005». Finalement, la forte production de TGF-p souvent associée aux 
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infections chroniques pourrait favoriser le recrutement et la survIe des cellules TregN 
(Belkaid et Rouse, 2005). 
1.2.2.3. Cas particulier de la malaria 
Récemment, la fonction des cellules TregN pendant les infections par Plasmodium a 
suscité l'intérêt de la communauté scientifique (Riley et al., 2006; Hansen et Schofield, 
2010). Leur activation pourrait notamment jouer un rôle dans l'immunosuppression observée 
lors des infections par Plasmodium ou encore expliquer le développement lent d'une 
immunité partielle contre la réinfection. 
Informations obtenues à l'aide de modèles murins : 
La déplétion in vivo des cellules TregN à l'aide d'un anticorps monoclonal anti-CD25 
a été réalisée afin d'étudier le rôle de ces cellules pendant les infections par Plasmodium. Une 
première équipe a montré que la déplétion des cellu les TregN permet de ralentir la 
multiplication du Plasmodium berghei NK65 (PbNK65) chez les souris BALS/c. Toutefois, 
ce traitement ne semble avoir aucun impact sur la mortalité (Long et al., 2003). Une seconde 
équipe a pu observer que suite au traitement avec ce même type d'anticorps, l'infection par 
PyL normalement létale, est contrôlée (Hisaeda et al., 2004). De plus, l'immunosuppression 
affectant les cellules T effectrices lors des infections par ce parasite est fortement réduite en 
absence de cellules TregN (Hisaeda et al., 2004). Ces deux études suggèrent que l'activation 
des cellules TregN lors des infections par Plasmodium permettrait au parasite d'induire un 
état d'immunosuppression lui permettant d'échapper au système immunitaire. 
Informations obtenues chez l' homme: 
Une étude clinique réalisée sur 26 patients en début d'infection par Plasmodium 
falciparum a montré que, chez certains individus, un pic de TGF-~ est observable environ 12 
h après l'apparition du parasite dans le sang alors que, chez d'autres, une quantité beaucoup 
plus faible de cette cytokine est mesurée. Suite à ce pic important de TGF-~, une 
augmentation du nombre de cellules TregN ainsi qu'un accroissement de la vitesse de 
réplication du parasite ont été décrits. Ainsi, il semblerait que, chez certaines personnes, les 
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cellules TregN puissent être induites de manière précoce durant l'infection favorisant ainsi la 
prolifération du parasite (Walther et al., 2005). Ce phénomène pourrait être à la base du 
développement d'infections associées à une pathologie et une mortalité plus importantes. 
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1.3. Impact de l'HE et de l'HZ sur la production d'interleukine-I2 
des macrophages 
Lors d'une infection par un pathogène, la première réponse de l'organisme est 
l'induction d'une réponse inflammatoire qui va conduire à l'altération de la perméabilité 
vasculaire, la migration de cellules immunitaires ainsi que la production de diverses 
cytokines et chimiokines (Goldsby et al, 2003). L'IL-12 sécrétée par les phagocytes suite à 
la reconnaissance des pathogènes via les TLR est d'une importance capitale dans le 
développement de J'inflammation et l'activation de la réponse immunitaire innée (Goldsby et 
al, 2003). Pendant les infections par Plasmodium, la production systémique d'IL-12 est 
défectueuse (Keller et al, 2006), ce qui semblerait être associé à un contrôle inadéquat du 
parasite (Sedegah, Finkelman et Hoffman, 1994; Hoffman et al, 1997) ainsi qu'à une 
pathologie exacerbée (Chaisavaneeyakorn et al., 2003; Chaiyaroj et al., 2004). De plus, les 
phagocytes prélevés à partir de souris infectées par le Plasmodium ou de patients atteints de 
la malaria montrent aussi une capacité réduite à produire de l' 1L-12 (Xu et al., 2001; Keller et 
al., 2006; Wykes et al., 2007; Wykes et Good, 2008). Les composés ferriques dont l'HZ et 
l'HE, ingérés en large quantité par les MP lors des infections par Plasmodium (voir par. 
1.3.2.1), sont connus pour moduler la production de diverses cytokines (voir par. 1.3.2.3) et 
pourraient être impliqués dans la suppression de l' IL-12. 
1.3.1. L'interleukine 12 
L'IL-12 a été découverte en 1989 et était initialement appelée NKSF (pour « natural 
killer cell stimulating factor ») pour sa capacité à activer la production d'IFN-y des cellules 
NK (Kobayashi et al., 1989). Ensuite, une molécule connue sous le nom de CLMF (pour 
« cytotoxic lymphocyte maturation factor ») pour sa capacité à stimuler la différenciation des 
lymphocytes T cytotoxiques s'est avérée être identique au NKSF et ces deux molécules sont 
désormais appelées IL-I2 (Stern et al, 1990). Cette cytokine est produite par divers types 
cellulaires dont les mastocytes, les polynucléaires et les kératinocytes. Cependant, les cellules 
de la lignée monocytes/MP (monocytes, MP, cellules de Kupffer, cellules mésangliales et 
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cellules gliales) et les CD sont les productrices principales de cette cytokine (Trinchieri et al., 
1993; Kang, Kim et Kim, 2005). La forme active de cette cytokine, l'IL-12p70, est un 
hétérodimère composé de deux sous-unités appelées IL-12p35 et IL-12p40 en raison de leurs 
poids moléculaires respectifs de 35 kDa et 40 kDa (Trinchieri, 2003). Ces deux sous-unités 
sont produites par deux gènes régulés de manière indépendante et sont reliées par un pont 
disulfure (Trinchieri, 2003). Dans la suite du document, le terme IL-12 référera à l'IL-12p70. 
1.3.1.1. Induction de la production d'IL-12 
L'IL-12 peut être produite et sécrétée selon deux mécanismes distincts (Trinchieri, 
2003; Kang, Kim et Kim, 2005). D'une part, cette cytokine est produite suite à la stimulation 
du CD40 des MP par le ligand du CD40 exprimé par les cellules T. D'autre part, l'IL-12 est 
sécrétée suite à la reconnaissance des pathogènes via les TLR présents à la surface des MP 
(Gerber et Mosser, 2001). Ce dernier mécanisme retiendra plus particulièrement notre 
attention. 
Induction de la production d'IL-12 par la voie métabolique des TLR: 
En absence de stimulation, la sous-unité IL-12p35 est faiblement exprimée alors que 
l'expression de la sous-unité IL-12p40 est nulle (Snijders et al., 1996; Du et Sriram, 1998; 
Isler et al., 1999). Bien que les agonistes des différents TLR soient capables d'induire la 
production d'IL-12 selon des voies métaboliques similaires (Gerber et Mosser, 2001; 
Aramaki et al., 2002; Kang, Kim et Kim, 2005), la majorité des informations concernant les 
voies métaboliques impliquées dans l'induction de l'TL-12 par les TLR provient d'études 
ayant évalué la stimulation des MP avec le LPS (Trinchieri, 2003; Kang, Kim et Kim, 2005). 
La fixation du LPS sur le TLR4 induit l'expression de la sous-unité IL-12p40 et la 
surexpression de la sous-unité IL-12p35 grâce à l'activation de divers facteurs de 
transcription dont le NFKB et les IRF (pour « interferon regulatory transcription factor ») (en 
particulier IRF l, IRF2, IRF3, IRF5, IRF7 et IRF8 aussi connu sous le nom ICSBP pour 
« interferon consensus sequence-binding protein ») (Du et Sriram, 1998; Isler et al., 1999; 
Salkowski et al., 1999; Kang, Kim et Kim, 2005; Zhao et al., 2006). De plus, l'activation de 
la MAPK p38 (isoforme p38u majoritairement) semble importante dans la synthèse de l'IL­
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12 puisque les MP des souris MKK3-1- (pour « MAPK kinase 3 »), une des deux kinases 
responsables de l'activation de la MAPK p38, présentent une expression anormalement 
réduite des sous-unités IL-12p40 et IL-12p35 en réponse au LPS (Lu et al., 1999). 
Cependant, l'effet de la MAPK p38 sur la production d'IL-12 semble dépendre de divers 
facteurs dont le type cellulaire, J'intensité de stimulation (LPS, IFN-y/LPS et la concentration 
d'IFN-y) ainsi que la concentration d'IL-IO (Hacker et al., 1998; Marriott, Clarke et 
Dalgleish, 2001; Salmon et al., 2001; Utsugi et al., 2003; Cambos et al., 2010). La sous-unité 
IL-12p40 est exprimée en large excès comparativement à l'IL-12p70 suggérant que la 
formation de la sous-unité IL- 12p35 serait l'étape limitante de la synthèse de l'hétérodimère 
(Snijders et al., 1996; Trinchieri, 2003). L'expression des sous-unités IL-12p35 et IL-12p40 
semble régulée majoritairement au niveau transcriptionnel (Ma et al., 1996; Snijders et al., 
1996) même si des modifications post-transcriptionnelles et la modulation de la traduction 
pourrait aussi intervenir (Trinchieri et al., 1993; Trinchieri, 2003; Kang, Kim et Kim, 2005). 
Activation de la transcription des gènes IL-12p40 et IL-12p35 : 
Les gènes des sous-unités de l'IL-12 ont été clonés en 1996 permettant l'identification 
de nombreux sites de fixation spécifiques à différents facteurs de transcription (Yoshimoto et 
al., 1996). Le promoteur du gène 1L-12p40 possède des sites de reconnaissance pour NFKB, 
CIEBP ~ (pour « CCAAT / enhancer binding protein ~ »), ETS-2 (pour « E-twenty six 2 ») et 
EKLF (pour « Erythroid Krüppel-like Factor »). Il possède aussi le site ISRE (pour 
« interferon-stimulated response element») capable de reconnaître les IRF et le site GAS 
(pour « gamma-interferon activating site ») (Salkowski et al., 1999; Trinchieri, 2003; Luo et 
al., 2004; Kang, Kim et Kim, 2005; Zhao et al., 2006) (Fig. 1.7). De son côté, le promoteur 
du gène 1L-12p35 est moins connu mais semble posséder des sites de fixation putatifs pour 
les facteurs de transcription Spi, CIEBP ~,ETS-2, NFK8 et IRF (Liu et al., 2003; Trinchieri, 
2003; Kang, Kim et Kim, 2005; Goriely et al., 2006). Bien que de nombreux facteurs de 
transcription semblent impliqués dans l'induction de la production de l'IL-12 (Salkowski et 
al., 1999; Liu et al., 2003; Trinchieri, 2003; Luo et al., 2004; Goriely et al., 2006; Zhao et al., 
2006), la fixation du NFK8 sur le promoteur est essentielle (Qi et al., 2000; Liu et al., 2003). 
La fixation du LPS sur son récepteur induit l'activation de la voie métabolique du NFill et la 
translocation des hétérodimères p50/p65 et p50/c-Rel ainsi que de l'homodimère p50/p50. 
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Des études additionnelles ont démontré que l'expression de la sous-unité IL-12p40 diminuait 
/fortement chez les MP des souris c-Rer - alors qu'elle n'était que modestement affectée chez 
les MP des souris p6y/-démontrant l'importance capitale de l'hétérodimère pSO/c-Re1 dans la 
production d'IL-12 (Sanjabi et al., 2000). 






ATGTIGCAACAAGTCAG fA TATA f 
(-211/-207) (-1561-153) (-1151-106) (-75/--64) (-28/-22) 
Figure 1.7: Quelques aspects de la régulation de la transcription du gène IL-12p40 
Le séquençage du gène de l'IL-12p40 a permis d'identifier des sites potentiels de fixation à 
l'ADN de divers facteurs de transcription sur son promoteur. En particulier, on remarque que 
divers facteurs de transcription activés par l'IFN-y et la stimulation des TLR (par le LPS, par 
exemple) possèdent des sites de fixation au niveau du promoteur du gène de l'IL-12p40. 
Source: (Trinchieri. 2003) 
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1.3.1.2. Régulation de la sécrétion d'IL-12 induite par les TLR 
Rôle de la balance redox intracellulaire: 
Le statut redox intracellulaire joue un rôle prépondérant dans diverses fonctions 
cellu laires ainsi que dans la production de plusieurs cytokines (Schenk et al., 1996; 
Nakamura, Nakamura et Yodoi, 1997). De manière intéressante, il a été rapporté que le statut 
redox de la cellule influence l'activation et la fixation à l'ADN du NFill, un facteur de 
transcription essentiel à la synthèse de l'IL-12 (Schreck, Rieber et Baeuerle, J991; Matthews 
et al., 1992; Hayashi, Ueno et Okamoto, 1993). Diverses expérience~ visant à moduler le 
ratio glutathion réduit (GSH) / glutathion oxydé (GSSG) des MP ont démontré l'importance 
du statut redox intracellulaire dans la production d'IL-12. Ainsi, le traitement de MP avec les 
oxydants diéthylmaléate (DEM) ou butyl-sufoximine (BSO) a permis de diminuer 
significativement le ratio GSHIGSSG entrainant une inhibition significative de la synthèse 
d'IL-12 en réponse au LPS (Peterson et al., 1998; Dobashi et al., 2001; Murata, Shimamura 
et Hamuro, 2002; Utsugi et al., 2002; Komatsu et al., 2003). En revanche, une augmentation 
du ratio GSH/GSSG avec des agents réducteurs comme le N-Acetyl Cystéine (NAC) ou le 
GSH a quant à elle permis d'accroître la sécrétion d'IL-12 tout en inhibant celle de son 
inhibiteur l'IL-l 0 (Dobashi et al., 2001; Murata et al., 2002; Murata, Shimamura et Hamuro, 
2002; Utsugi et al., 2002). En résumé, ces études suggèrent qu'un environnement 
intracellulaire réduit favorise la sécrétion d 'IL-12 par les MP en réponse au LPS. De manière 
intéressante, deux études contredisent ce phénomène en suggérant que l'ajout d'agents 
réducteurs (thiols ou NAC) diminuerait l'expression d'IL-12 des MP en réponse à la 
combinaison IFN-y / Staphylococcus aureus Cowan strain 1 ou à la stimulation avec le CpG 
oligodéoxynucléotides (CpG-ODN) (un agoniste du TLR9) (Aramaki et al., 2002; Mazzeo et 
al., 2002). L'activation du NFill et le niveau d'expression des ARN messagers des sous­
unités IL-12p35 et IL-12p40 n'étant pas affectés par les agents réducteurs dans ces études, les 
auteurs ont suggéré que l'inhibition de l'IL-12 serait due à une inhibition de J'assemblage 
intracellulaire des deux sous-unités composant cette cytokine en présence de thiols ou de 
NAC. 
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Implication des cytokines: 
La sécrétion d'IL-12 peut être modulée par différentes cytokines. Celtaines comme 
l'IFN-y, le TNF-Cl et le GM-CSF (pour « granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor ») peuvent augmenter sa sécrétion alors que d'autres comme l'IL-IO, l'IL-4, l'IL-Il, 
l'IL-I3, le TGF-~, l'IFN-Cl et l'IFN-~ peuvent l'inhiber (Snijders et al., 1996; Kang, Kim et 
Kim, 2005). Ces cytokines agissent principalement en modulant la transcription des deux 
sous-unités ou la stabilité de leur acide désoxyribonucléique (ARN) messager (Trinchieri, 
2003). L'IFN-y et l'IL-IO sont reconnus pour être respectivement l'inducteur et le répresseur 
principal de la production d'IL-12 en réponse au LPS (Ma et al., 2003; Hoentjen et al., 2005). 
Les souris IL-IO·I . développent rapidement une importante inflammation intestinale 
causée par une production exacerbée d'IL-12 démontrant que l'IL-IO est l'un des principaux 
inhibiteurs de l'IL-12 (Hoentjen et al., 2005). L'IL-10 agirait en diminuant l'activation du 
NFKB et sa fixation sur le promoteur IL-12p40 via l'activation de STAD (pour «signal 
transducer and activator of transcription 3 ») (Aste-Amezaga et al., 1998; Du et Sri l'am, 1998; 
Bhattacharyya et al., 2004; Hoentjen et al., 2005). L'IL-IO peut aussi moduler les voies 
MAPK p38 (Niiro et al., 1998; Lee et Chau, 2002) et AKT/PI3K 
(pour« phosphatidylinositol-3-kinase »). L'inhibition de l'IL-12 est souvent associée à une 
surexpression de l'IL-IO (et inversement: cytokines régulées de manière réciproque) (Feng et 
al., 2002; Murata, Shimamura et Hamuro, 2002; Trinchieri, 2003). Cependant, la diminution 
de l'IL-12 n'est pas toujours dépendante de l'IL-I 0 (Trinchieri, 2003). Lors de la stimulation 
des MP par le LPS, une quantité significative d'IL-IO est sécrétée inhibant partiellement la 
production d'IL-12 (Foey et al., 1998; Isler et al., 1999; Gerber et Mosser, 2001; Ma et al., 
2001; Martin etaI., 2003; Xia et Kao, 2003). 
La stimulation des MP par le LPS induit une expression réduite des sous-unités IL­
12p35 et IL-12p40 sans permettre la sécrétion d'une quantité importante d'IL-12 (Isler et al., 
1999; Trinchieri, 2003; Saito, Matsuura et Hirai, 2006). Comme décrit précédemment, l'IFN­
y est reconnu pour jouer un rôle synergique avec la stimulation des TLR en ce qui concerne la 
synthèse de diverses cytokines inflammatoires dont l'IL-12 (Zhao et al., 2006). Suite à sa 
fixation sur son récepteur et à J'activation de STAT1 (Ma et al., 2003; Zhao et al., 2006), 
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cette cytokine permet d'exacerber la transcription des sous-unités de ]'IL-12 et sa sécrétion 
(Ma et al., 1996; Snijders et al., 1996; Isler et al., 1999; Salkowski et al., 1999; Qi et al., 
2000). L'effet synergique de l'IFN-y semble reposer principalement sur l'inhibition de la 
sécrétion d'IL-I0 en réponse au LPS (ls1er et al., 1999; Cambos et al.). D'autre part, Utsugi 
et al. et Dobashi et al. ont démontré que l'IFN-y provoquait une augmentation du ratio 
GSH/GSSG responsable de l'augmentation de l'activation de la MAPK p38 et de 
l'accroissement de l'expression des sous-unités de l'IL-12 (Dobashi et al., 2001; Utsugi et 
al., 2002). L'IFN-y active divers facteurs de transcription dont IRF] et IRF8 mais son rôle 
concernant l'activation et la fixation du NFKB à l'ADN reste controversé (Salkowski et al., 
1999; Qi et al., 2000; Zhao et al., 2006). En plus de son rôle sur la transcription des gènes IL­
12p35 etIL-12p40, il a aussi été suggéré que l'IFN-y pourrait agir au niveau de la formation 
de l'hétérodimère en permettant un ratio idéal entre les sous-unités IL-12p35 et la IL-12p40 
ou encore en modulant leurs modifications post-transcriptionnelles (Trinchieri, 2003). 
Implication de la stimulation des récepteurs membranaires des phagocytes: 
La synthèse d'IL-I2 est aussi inhibée par la stimulation de certains récepteurs des 
phagocytes (Gerber et Mosser, 2001; Trinchieri, 2003). Ainsi, l'adénosine monophosphate 
(AMP) cyclique, produit suite à la stimulation des récepteurs couplés aux protéines G comme 
les récepteurs de la prostaglandine E2 (PGE2), de l'adénosine A2a, de l'histamine ou encore 
des peptides intestinaux vasoactifs (Feng et al., 2002; Trinchieri, 2003), diminue la sécrétion 
d'IL-12. L'AMP cyclique semble inhiber l'activation de la MAPK p38 sans toutefois 
modifier celle du NFKB en réponse au LPS (Feng et al., 2002). De même, la fixation du virus 
de la rubéole ou du fragment C3b du complément sur le récepteur CD46, la fixation du 
fragment iC3b sur le récepteur du complément 3 (CR3), la fixation de la thrombospondine 
sur le récepteur CD47 ou encore la fixation de complexes immuns sur les FcR entraînent une 
inhibition de la sécrétion d 'IL-12 (Trinchieri, 2003). 
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1.3.1.3. Fonctions effectrices de l'IL-I2 
Une cytokine à la frontière entre l'immunité innée et l'immunité adaptative: 
L'IL-I2 est l'un des premiers médiateurs chimiques sécrétés par les MP en réponse à 
une infection. Cette cytokine est reconnue par le récepteur IL-J2R composé de deux sous­
unités ~I et ~2 et exprimé par les cellules T, les cellules NK, les CD et les cellules B. La 
fixation de l'IL-12 sur son récepteur provoque J'activation de la kinase Lck (pour 
« Iymphocyte-specific protein tyrosine kinase ») et de la MAPK p38 ainsi que des facteurs de 
transcription STATI, STAn, STAT4 et STATS (Kang, Kim et Kim, 2005). Une étude avec 
des souris STAT4,1. a démontré que STAT4 est le facteur responsable de la majorité des 
effets de l'IL-12 (Thierfelder et al., 1996). 
L'IL-12 induit la sécrétion de diverses cytokines chez les cellules T et les cellules NK. 
Bien que cette cytokine induise le TNF-a., le GM-CSF, le M-CSF (pour «macrophage 
colony-stimulating factor »), l'IL-3, l'IL-8 et l'IL-2, l'effet inducteur principal touche la 
sécrétion d'IFN-y qui est responsable en grande partie des propriétés pro-inflammatoires de 
l'IL-12 (D'Andrea et al., 1992; Trinchieri, 2003; Kang, Kim et Kim, 2005). L'IFN-y va 
activer les MP, accroître leur capacité antimicrobienne et induire la sécrétion de composés 
inflammatoires dont de NO, le TNF-a., l'IL-l et l'IL-6 (Janeway et al., 2001; Goldsby et al., 
2003; Gordon, 2003). 
L'IL-12 permet aussi la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques (LTC) et des 
cellules LAK (pour « Iymphocyte-activated killer ») ainsi que l'exacerbation de leur activité. 
L'IL-12 en combinaison avec d'autres facteurs joue aussi un rôle important dans la survie et 
la prolifération des précurseurs hématopoïétiques ainsi que dans l'hématopoïèse et 
l'érythropoïèse (Dybedal, Larsen et Jacobsen, 1995; Kang, Kim et Kim, 2005). L'IL-J2joue 
aussi un rôle prépondérant dans la réponse immunitaire adaptative en contrôlant la 
différenciation Th l/Th2 (Hsieh el al., 1993; Romagnani, 1999; Murata, Shimamura et 
Hamuro, 2002). Il est maintenant largement accepté que J'IL-12 est essentielle à la 
différenciation des cellules ThO (cellules T CD4+ non différenciées) en cellules Th] et à celle 
des cellules T CD8+ en LTC ainsi que dans l'activation des NK (Romagnani, 1999). Les 
cellules Thl sont capables de produire de l'IFN-y permettant l'activation des MP et des 
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cellules B (Romagnani, 1999). La réponse de type Th 1 est particulièrement impoltante dans 
la lutte contre les parasites intracellulaires comme le Plasmodium (Romagnani, 1996). 
Bien que 1'IL-12 soit nécessaire au contrôle des infections par les parasites 
intracellulaires ou les bactéries (Trinchieri et Scott, 1994; Trinchieri, 1998; Alber et al., 
2006), cette cytokine peut aussi conduire à une inflammation excessive responsable des 
pathologies associées à plusieurs maladies auto-immunes ainsi qu'aux chocs septiques 
(Wysocka et al., 1995; Salkowski et al., 1999; Marriott, Clarke et Dalgleish, 2001; 
Trinchieri, 2003). L'effet pathologique de l'IL-12 semble relié à une induction excessive de 
la production de TNF-a. (Orange et al., 1995). 
Rôle de l'IL-12 pendant les infections par Plasmodium: 
Comme décrit précédemment, J'une des pathologies principales associées à la malaria 
est le développement d'une anémie sévère suite à la lyse des GR et à l'inhibition de 
l'érythropoïèse. Bien que celtaines cytokines pro-inflammatoires soient capables d'inhiber 
l'érythropoïèse (Means et Krantz, 1992; Chang et Stevenson, 2004), Stevenson et al. ont 
démontré que le TNF-a., 1'IFN-y et l'IL-I ~ n'étaient pas responsables de la dysérythropoïèse 
observée pendant les infection par Plasmodium (Yap et Stevenson, 1994). En parallèle, des 
études utilisant un modèle murin (Mohan et Stevenson, 1998; Sam et Stevenson, 1999) et 
plusieurs études épidémiologiques (Luty et al., 2000; Perkins, Weinberg et Kremsner, 2000; 
Malaguarnera et al., 2002; Malaguarnera et al., 2002; Chaisavaneeyakorn et al., 2003; 
Chaiyaroj et al., 2004) ont démontré que la sévérité de l'anémie malarique était en corrélation 
inverse avec la quantité d'IL-12 produite. L'IL-12 étant capable de stimuler ]'érythropoïèse 
in vitro (Dybedal, Larsen et Jacobsen, 1995; Kang, Kim et Kim, 2005), l'addition d'IL-12 
recombinante a été évaluée afin de restaurer l'érythropoïèse et de favoriser la résolution des 
infections par Plasmodium. Plusieurs études menées avec différents modèles murins et 
simiens ont démontré que l'ajout d'IL-12 recombinante permettait une stimulation de 
l'érythropoïèse et une restauration de ['hématocrite (Mohan et Stevenson, 1998; Mohan, Sam 
et Stevenson, 1999; Normaznah et al., 1999). De plus, J'administration de cette cytokine 
permettait une meilleure protection et un meilleur contrôle de la parasitémie (Sedegah, 
Finkelman et Hoffman, 1994; Hoffman et al., 1997; Mohan, Sam et Stevenson, 1999; 
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Normaznah et al., 1999). Les effets protecteurs de l'IL-12 recombinante sont dus à une 
augmentation de la production d'IFN-y, de TNF-Ct et de NO lors des infections par 
Plasmodium (Sedegah, Finkelman et Hoffman, 1994; Stevenson et al., 1995; Hoffman et al., 
1997). De manière intéressante, la quantité d'IL-12 administrée est cruciale. En effet, une 
dose trop faible ne permet pas de stimuler convenablement l'érythropoïèse alors qu'une dose 
trop élevée peut entraîner la mort des souris probablement en déclenchant une inflammation 
trop sévère (Orange et al., 1995; Stevenson et al., 1995; Yoshimoto et al., 1998). 
L'importance de l'IL-12 endogène a aussi été démontrée pendant les infections par 
Plasmodium. D'une part, la neutralisation de cette cytokine (Stevenson et al., 1995) ou 
l'utilisation de souris IL-12p40·1. (Bastos et al., 2002) ont démontré qu'en absence d'IL-12, la 
parasitémie était moins bien contrôlée et la production d'IFN-y ainsi que celle du NO étaient 
plus réduites. Cependant, le taux de survie des souris n'était pas affecté démontrant la 
possibilité de développer une immunité protective en absence de cette cytokine. D'autre part, 
une étude a démontré que le PbNK65 provoquait des infections létales associées à une 
expression importante de TNF-Ct, d'IFN-y et d'IL-12. La neutralisation de l'IL-12, ainsi que 
celle de l'IFN-y, ont permis de limiter la pathologie associée à l'infection sans toutefois 
affecter la parasitémie et le taux de survie des souris (Yoshimoto et al., 1998). Ainsi, cette 
étude suggère qu'à forte concentration, l'IL-12 pourrait participer au développement de la 
pathologie associée aux infections par Plasmodium via l'induction d'IFN-y et probablement 
de TNF-Ct (Yoshimoto et al., 1998). 
En résumé, l'IL-12 semble jouer un rôle impoliant dans le contrôle du parasite et du 
niveau d'anémie associé aux infections par Plasmodium (Angulo et Fresno, 2002). Pour ces 
raisons, il est important de mieux comprendre les mécanismes conduisant à l'inhibition de la 
sécrétion d'IL-12 rapportée chez les individus atteints de la malaria (Luty et al., 2000; 
Perkins, Weinberg et Kremsner, 2000; Malaguarnera et al., 2002). 
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1.3.2. Impact de l'HE et de l'HZ sur la sécrétion d'IL-I2 des MP 
Pendant les infections par Plasmodium, les phagocytes (majoritairement les MP) 
ingèrent une quantité importante de composés ferriques (Nguyen et al., 1995; Sherry et al., 
1995; Amodu et al., 1998; Jaramillo et al., 2009). Ces composés, dont l'HE et l'HZ, 
initialement contenus dans les GR vont être internalisés par les phagocytes suite à leur 
libération dans Je sang ou suite à la phagocytose des GR abîmés ou parasités par le 
Plasmodium (Xu et al., 2001; Chang et Stevenson, 2004). Bien que les études fonctionnelles 
chez les CD soient informatives, il est important de rappeler que les cellules interagissant le 
plus avec l'HZ (et vraisemblablement avec l'HE) sont les monocytes et les MP (Nguyen et 
al., 1995; Sherry et al., 1995; Amodu et al., 1998; Jaramillo et al., 2009). Ainsi, l'étude de 
J'impact de l'HZ et de l'HE sur les MP est plus appropriée dans le contexte des infections par 
Plasmodium. Le fer contenu dans l'HZ et l'HE est un oxydant puissant qui pourrait altérer le 
statut redox des MP et expliquer la production défectueuse de cette cytokine pendant les 
infections par Plasmodium (Xu et al., 2001; Chaisavaneeyakorn et al., 2003; Keller et al., 
2006). 
La purification de l'HZ naturelle étant un processus complexe et fastidieux (Shio et al., 
2010), la majorité des études utilise de l'HZ synthétique (ou anhydride d'hématine). De plus, 
l'HZ étant une molécule amphiphile, elle a tendance à s'associer à de nombreuses molécules 
lors de sa formation dans les GR parasités (Shio et al., 2010). De ce fait, l'emploi d'HZ 
synthétique permet de s'assurer que l'HZ est dépourvue de contaminants qui pourraient 
interférer avec la réalisation de l'étude. Bien que de nombreux protocoles décrivent la 
synthèse d'anhydride d'hématine à partir d'HE, seuls certains permettent d'obtenir un cristal 
de qualité (Jaramillo et al., 2009; Shio et al., 2010). Ainsi, il est envisageable que les résultats 
contrastants de certaines études reflètent en réalité la différence de qualité de l'HZ 
synthétique utilisée ou la présence de contaminants associés à l'HZ naturelle (Jaramillo et al., 
2009; Shio et al., 2010). Jaramillo et al. ont démontré que la catalyse acide en phase aqueuse 
semble être la technique permettant d'obtenir les cristaux reflétant le plus fidèlement la taille 
et la structure de l'HZ naturelle (Jaramillo et al., 2009; Shio et al., 2010). La taille des 
cristaux influence directement la proportion des molécules d'HE présentes à la surface du 
cristal et capables d'interagir avec l'environnement. Les molécules d'HE à l'intérieur du 
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cristal sont très peu réactives. Ainsi, plus les cristaux sont grands moins l'HZ est réactive. 
Pour ces raisons, notre étude a utilisé l'HZ synthétique produite par cette méthode afin 
d'évaluer son impact sur la production d'IL-12 des MP. Cette HZ a été synthétisée dans le 
laboratoire du Pr. Martin Olivier (Université McGill). 
1.3.2.1. Ingestion anormalement élevée d'HE et d'HZ par les MY pendant les infections 
par Plasmodium 
Les infections par Plasmodium provoquent un stress oxydatif (Becker et al., 2004) et 
une inflammation systémique (Awandare et al., 2006) qui, associés au développement du 
parasite dans les GR, provoquent un vieillissement prématuré des GR parasités et non­
parasités en fragilisant leur membrane (voir art. 1.4.4). 
Vingt pourcents des GR abîmés par l'infection vont subir une hémolyse intravasculaire 
conduisant à la libération du leur contenu intracellulaire dont l'HZ et l'Hb dans le sang 
(Arese, Turrini et Ginsburg, 1991). Lors des infections par Plasmodium, il a été estimé que la 
concentration d'Hb libre dans le sang varie entre 25 et 100 !lM (Sobolewski et al., 2005; 
Seixas et al, 2009). Dans des conditions physiologiques normales, l'Hb libérée dans le sang 
est neutralisée en grande partie par l'haptoglobine (Hp) (Ferreira et al, 2008). Le complexe 
Hb-Hp va ensuite être reconnu par le récepteur CD 163 des MP déclenchant son 
internalisation. L'Hb non neutralisée par l'Hp va être oxydée en metHb et libérer l'hème 
(Fe2+ protoporphyrin IX) sous sa forme oxydée appelée HE (Fe3+ protoporphyrin IX) 
(Ferreira et al., 2008). Pendant les infections par Plasmodium, la concentration d'Hp 
plasmatique est quasiment nulle reflétant probablement l'élimination de nombreux complexes 
Hb/Hp par les MP suite à la lyse des GR abîmés (Ferreira et al, 2008). Dans ce contexte, la 
majorité de j'Hb libérée est oxydée, ce qui entraîne la libération de quantités importantes 
d'HE. Certaines études menées chez la souris ont permis de déterminer que la concentration 
plasmatique d'HE pouvait atteindre jusqu'à 100 !lM (Arruda et al, 2004; Seixas et al, 2009). 
Bien que l'HE libre puisse être neutralisée par l'hémopexine (Hx) ou l'albumine afin de 
favoriser son élimination via le récepteur CD9l des MP, il semblerait que, lors des infections 
par Plasmodium, ces mécanismes soient saturés puisqu'une accumulation d'HE libre est 





en partie responsable du vieillissement prématuré des GR non parasités (voir art. 1.4.4). De 
son côté, la concentration d'HZ rencontrée par les MP pendant les infections par Plasmodium 
a été évaluée entre 25 et 75 IJ-M (Oljih et Fitch, 1993; Sherry et al., 1995; Sullivan, Ittarat et 
Meshnick, 1996; Jaramillo, Godbout et Olivier, 2005). 
Les 80% restants des GR abîmés vont être phagocytés par les MP au niveau du foie et 
de la rate principalement (Prankerd, 1963; Loegering, Grover et Schneidkraut, 1984; Schroit 
et al., 1984; Loegering et al., 1987; Arese, Turrini et Ginsburg, 1991; Kiefer et Snyder, 2000; 
Mebius et Kraal, 2005; Saxena et Khandelwal, 2009) (voir art. 1.4.2). Ainsi, lors des 
infections par Plasmodium, les phagocytes rentrent en contact avec des quantités 
anormalement élevées de composés ferriques via l'acquisition de l'HE et de l'HZ libérées 
dans le sang mais aussi via la phagocytose de GR abîmés. Pendant les infections par 
Plasmodium, plusieurs études attestent de la présence d'HZ, de GR parasités et non-parasités 
dans les MP de divers organes dont ceux de la rate et du foie (Morakote et Justus, 1988; 
Arese, Turrini et Ginsburg, 1991; Turrini et al., 1992; Sullivan, Ittarat et Meshnick, 1996; 
Schwarzer et al., 1998; Skorokhod et al., 2004). 
1.3.2.2. Pouvoir pro-oxydant de l'HE et de l'HZ 
L'HZ et l'HE contiennent du fer, un élément capable de générer des ROS (pour 
« reactive oxygen species ») et d'engendrer un stress oxydatif chez la cellule (Gutteridge, 
1986; Kehrer, 2000; Eaton et Qian, 2002; Goldstein et al., 2003). Le couple oxydo-réducteur 
Fe3+/Fe2+ induit la production d'ions hydroxydes (OR) et de radicaux hydroxyles (OH) à 
partir de peroxyde d'hydrogène (H20Ù et d'ions superoxydes (02') selon la réaction de 
Haber-Weiss (Kehrer, 2000) (Fig. 1.8). Les OH sont beaucoup plus instables que le H20 2 et 
les O2' mais leur pouvoir oxydatif est bien plus important (Kohen et Nyska, 2002). Ces ROS 
sont capables d'induire la dégradation de l'ADN et des protéines ainsi que de provoquer la 
peroxydation des lipides membranaires (Kehrer, 2000). 
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+ 0) ( 1) 
Fe2 1 + H,(), ~ Fe:'> -1 + ()H + ()H 
(Fenton reaction) (2) 
The net reaction: 
. 
()J + H2()2 ~ O2 + OH +OH (3) 
(Haber-Weiss reaction) 
Figure 1.8 : Réactions de Haber-Weiss 
Le couple oxydant-réducteur Fe3+/Fe2+ induit des ROS capables d'interférer avec la 
signalisation intracellulaire et de causer des dégâts aux protéines, aux lipides et aux acides 
nucléiques composants la cellule. La réaction chimique conduisant à la production de ROS 
par le couple Fe3+/Fe2 + a été étudiée en détail et nommée réaction d'Haber-Weiss d'après les 
noms de deux chercheurs l'ayant décomposée. 
Source: (Kehrer, 2000) 
Les MP sont responsables du recyclage du fer contenu dans l'HE des GR sénescents 
(Delaby et al., 2005). Dans ce contexte, le fer de l'HE est libéré de manière enzymatique 
grâce à la HO-l (Pimstone et al., 1971; Otterbein et Choi, 2000; Knutson et al., 2003) (Fig. 
1.9) ou de manière non-enzymatique par les peroxydes (Gutteridge, 1986; Kremer, 1989). Du 
fait que l'HZ soit un biocristal d'HE, ce dernier n'est pas sensible à l'activité enzymatique de 
la HO-l. Ainsi, l'HZ n'est pas dégradée et peut persister pendant plusieurs mois à l'intérieur 
des MP (Schwarzer et al., 1998; Levesque, Sullivan et Meshnick, 1999; Schwarzer et al., 
1999). Il a été estimé que seulement 3% du fer contenu dans 1'HZ est labile (Schwarzer et al., 
1992). Plusieurs études menées avec des monocytes humains ou des MP murins ont démontré 
que l'acquisition de l'HZ et de l'HE induit la production de ROS et la peroxydation des 
lipides chez les phagocytes (Taramelli et al., 1995; Schwarzer et al., 1996; Taramelli et al., 
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2000; Omodeo-Sale et al., 2001; Jaramillo, Godbout et Olivier, 2005). De manière 
intéressante, l'HE possède un pouvoir de peroxydation grandement supérieur à celui de l'HZ 
reflétant vraisemblablement le fait qu'une grande partie du fer de 1'HZ soit non labile 




Oxygenase ReductaseHerne -IIIiiiiII~ Biliverdin 
----...~ Bilirubin 
co 
Figure 1.9 : Dégradation de l'hème par la hème oxygénase 
L'HE intracellulaire est dégradé par l'enzyme hème oxygénase, localisée au niveau du 
réticulum, qui dégrade l'HE en monoxyde de carbone, biliverdine et en fer. La biliverdine est 
ensuite transformée en bilirubine par la biliverdine réductase et le fer libre est complexé par 
la ferritine. 
Source: (Otterbein et Chai, 2000) 
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1.3.2.3. Effets des composés ferriques sur les fonctions effectrices des phagocytes 
Effets de l' HZ : 
L'HZ a longtemps été considérée comme lin composé inerte produit par le parasite 
dans le seul but de complexer l'HE libérée suite à la dégradation de l'Hb afin de la rendre 
non toxique. Cependant, depu is les 20 dernières années, de nombreuses études ont démontré 
que l'accumulation d'HZ entraine la modification de diverses fonctions des phagocytes 
(Turrini, Schwarzer et Arese, 1993; Schwarzer el al., 1998; Scorza el al., 1999). Entre autre, 
l'HZ diminue la capacité des MP à présenter les antigènes aux cellules T (Morakote et Justus, 
1988; Scorza el al., 1999), inhibe la maturation des MP, des monocytes ainsi que des CO 
(Schwarzer el al., 1998; Skorokhod el al., 2004; Millington et al., 2006) et pour finir inhibe 
la phagocytose et la flambée oxydative chez les monocytes (Schwarzer el al., 1998). 
L'HZ est aussi capable de moduler la sécrétion de nombreux médiateurs chimiques par 
les phagocytes. En particulier, l'HZ est capable d'accroître la sécrétion de NO (Taramelli el 
al., 1995; Prada el al., 1996; Jaramillo et al., 2003) et de diverses cytokines pro­
inflammatoires (Sheny el al., 1995; Jaramillo, Godbout et Olivier, 2005) dont le TNF-a 
(Pichyangkul, Saengkrai et Webster, 1994; Prada el al., 1995; Deshpande et Shastry, 2004; 
Nti el al., 2005; Prato el al., 2005) et l'IL-I (Deshpande et Shastry, 2004; Jaramillo el al., 
2004; Jaramillo, Godbout et Olivier, 2005; Shio el al., 2009). Pour cette raison, ('HZ est 
suspectée d'être impliquée dans le développement de l'inflammation responsable de la 
pathologie associée aux infections par Plasmodium (Sherry el al., 1995; Jaramillo el al., 
2004; Jaramillo el al., 2009). A l'inverse, la sécrétion d'IL-12 en réponse au LPS ou à la 
phyto-hémagglutinine (PHA) est inhibée par l'HZ que ce soit chez les MP, les monocytes 
(Deshpande et Shastry, 2004; Keller el al., 2006) ou les CD (Ocana-Morgner, Mota et 
Rodriguez, 2003; Millington el al., 2006). Le mécanisme responsable de J'inhibition de l'IL­
]2 est mal connu et l'implication de ['IL-IO reste controversée (Ocana-Morgner, Mota et 
Rodriguez, 2003; Deshpande et Shastry, 2004; Keller el al., 2006; Millington el al., 2006). 
Ces observations in vilro sont soutenues par le fait que, lors des infections par Plasmodium, 
Je degré d'anémie est inversement corrélé à la fois à la concentration d'IL-12 et au 
pourcentage de phagocytes contenant de l'HZ (Luty el al., 2000; Casals-Pascual el al., 2006; 
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Awandare et al., 2007). Ces observations suggèrent un lien entre la présence d'HZ dans les 
phagocytes et leur sécrétion défectueuse d'IL-12 in vivo. De manière intéressante, il semble 
que l'action immédiate de l'ingestion d'HZ et son accumulation aient des effets différents sur 
la physiologie des phagocytes (Shio el al., 2010). Bien que l'HZ augmente la production de 
TNF-a lorsqu'elle est ajoutée simultanément avec le LPS, un prétraitement de 2 h avec ce 
même biocristal inhibe la sécrétion de cette cytokine en réponse au LPS (Basilico el al., 
2003). De manière similaire, l'effet synergique de l'HZ sur la production de NO en réponse à 
l'IFN-y disparait si le biocristal est ajouté aux phagocytes plus de 6 h avant la stimulation 
(Taramelli et al., 1995). Les ROS étant impliqués dans de nombreuses voies de signalisation, 
ce phénomène pourrait être expliqué par le fait que, suite à son ingestion, l'HZ induit une 
production de ROS transitoire qui disparait rapidement (Cambos el al., 2010; Shio el al., 
2010). 
Effets de l'HE: 
L'HE libre induit la production de ROS et l'oxydation de divers composés cellulaires 
affectant ainsi la viabilité de nombreux types cellulaires (Bhoite-Solomon, Kessler-Icekson et 
Shaklai, 1993; Goldstein el al., 2003; Wagener el al., 2003; Gonzalez-Michaca el al., 2004; 
Kumar et Bandyopadhyay, 2005; Ferreira el al., 2008) (Fig. 1.10). De ce fait, divers 
mécanismes visent à réduire la quantité d'HE libre (Wagener el al., 2003; Ferreira el al., 
2008). On peut notamment citer certaines protéines plasmatiques, dont l'Hp et l'albumine, 
qui forment des complexes avec l'HE libre afin de neutraliser ses propriétés oxydantes ou 
encore la HO-l qui permet de métaboliser l'HE intracellulaire (Otterbein et Choi, 2000; 
Ferreira et al., 2008). Dans des conditions physiologiques normales, ces mécanismes sont 
capables de neutraliser et de dégrader la totalité de l'HE libre. En revanche, diverses 
pathologies inflammatoires comme les insuffisances rénales aiguës, les lésions d'ischémie­
reperfusion, l'athérosclérose et les maladies hémolytiques (dont la malaria présentée 
précédemment, la ~-thalassémie et l'anémie falciforme) provoquent la libération de quantités 
importantes d'HE conduisant à la saturation des mécanismes cyto-protecteurs et à 
l'accumulation d'HE libre (Balla et al., 2000; Wagener el al., 2003; Kumar et 
Bandyopadhyay, 2005; Ferreira el al., 2008). L'inflammation et le stress oxydatif associés à 
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1'HE libre sont vraisemblablement impliqués dans la pathologie de ces maladies (Nath et al., 
2001; Jeney et al., 2002; Wagener et al., 2003; Kumar et Bandyopadhyay, 2005). 
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Figure 1.10: Les effets toxiques de J'HE 
Diverses pathologies inflammatoires entraînent une libération accrue d'HE. Une fois libérée, 
cette molécule contribue à l'inflammation et à l'altération de la membrane de GR conduisant 
à leur lyse prématurée. L'HE est aussi capable d'induire la production de ROS qui 
détériorent le.s protéines, les lipides et l'ADN des cellules avec lesquelles il entre en contact. 
Source: (Kumar et Bandyopadhyay, 2005) 
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L'HE est une molécule pro-inflammatoire capable d'induire l'expression de molécules 
d'adhésion (ICAM-l et P-sélectine entre autres) permettant de favoriser la migration des 
leucocytes au sein de divers organes dont le foie et la rate (Wagener et al., 2001; Graca­
Souza et al., 2002). L'HE et les hémoprotéines sont aussi capables de moduler la sécrétion de 
cytokines de divers leucocytes. Ainsi, l'HE déclenche la flambée oxydative et induit la 
sécrétion d'IL-8 chez les neutrophiles alors que l'Hb active le NFKB et déclenche la sécrétion 
de la chimiokine MCP-I (pour « monocyte chemotactic protein 1 ») chez les monocytes 
(Nath et al., 2001). Enfin, l'HE induit la production de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a 
chez les MP sans toutefois affecter la sécrétion d'IL-12 et d'IL-6 (Figueiredo et al., 2007). Il 
était largement accepté que les effets de l'HE reposaient exclusivement sur deux points. Tout 
d'abord, sur son pouvoir pro-oxydant lui permettait d'activer divers facteurs de transcription 
dont NFKB, AP-l (pour « activator protein 1 ») et SpI (Balla et al., 2000; Jeney et al., 2002; 
Wagener et al., 2003). Ensuite, sur sa capacité à s'intercaler dans les membranes cellulaires et 
à provoquer l'altération de la fluidité membranaire et le fonctionnement des organelles ainsi 
que de la cellule (Schmitt, Frezzatti et Schreier, 1993; Wagener et al., 2003). Cependant, 
Figueiredo et al. ont démontré que l'HE pouvait aussi agir en stimulant le TLR4 et en 
activant la voie Myd88 (pour « myeloid differenciation primary response gene 88») 
(Figueiredo et al., 2007). 
De manière intéressante et malgré les effets pro-inflammatoires énoncés 
précédemment, l'HE est capable de réduire la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire 
TNF-a ainsi que d'augmenter la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoires IL-lOchez les 
monocytes et les MP stimulés par le LPS (Silver, Hamilton et Toossi, 1997; Yin et al., 2004). 
De plus, l'HE inhibe la sécrétion de l'IL-I ~ et du TNF-a de monocytes stimulés avec des 
lipoprotéines de faible densité (ou LDL de l'anglais « low-density lipoprotein ») oxydés (Ma 
et al., 2007). 
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Les infections par Plasmodium sont associées à une sécrétion faible d'IL-I2 
conduisant au développement d'une anémie sévère. L'inhibition de la sécrétion d'IL-I2 
pourrait être due à l'ingestion massive d'HZ et d'HE pendant les infections. La sécrétion 
d'IL-12 étant dépendante du statut redox de la cellule, il est possible que le pouvoir oxydant 
de ces composés soit capable d'affecter la production de cette cytokine par les MP durant les 
infections par Plasmodium. Afin de pouvoir améliorer la sécrétion d'IL-12 et de permettre de 
diminuer la pathologie associée aux infections par Plasmodium, il est important de 
déterminer si l'HZ et l'HE sont capable de moduler la sécrétion de cette cytokine et de mieux 
comprendre la manière dont elles affectent les MP. 
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1.4. Impact de l'érythrophagocytose sur la viabilité et la 
fonctionnalité des macrophages 
L'organisme est composé de nombreux types cellulaires ayant des fonctions différentes 
et des durées de vie différentes. Alors que les neutrophiles sont éliminés après quelques jours 
seulement (Scheel-Toellner et al., 2004), les GR humains restent fonctionnels pendant 120 
jours (40 jours chez les rongeurs) (Bratosin et al., 1998; Ishikawa-Sekigami et al., 2006; 
Saxena et Khandelwal, 2009). Ainsi, l'organisme doit éliminer de manière continue un 
nombre important de cellules ayant atteint la fin de leur vie. Cette fonction est prise en charge 
par les MP du système réticulo-endothélial (de l'anglais « reticulo-endothelial system» ou 
RES). Dans des conditions physiologiques normales, les MP du RES éliminent une quantité 
relativement réduite de GR. En revanche, certaines pathologies hémolytiques, comme la 
malaria, occasionnent le vieillissement prématuré et l'élimination de quantités importantes de 
GR. Cette phagocytose accrue de GR pourrait être à l'origine de l'apoptose massive des MP 
décrite lors des infections par Plasmodium et contribuer au développement de 
l'immunosuppression. 
1.4.1. Le système réticulo-endothélial 
Le RES est composé majoritairement des monocytes du sang et des MP présents dans 
différents tissus dont le sang, la rate, le thymus, le foie, la moelle osseuse, la cavité 
péritonéale, les reins, les ganglions lymphatiques, la microgl ie, les poumons, le tractus 
intestinal, la peau et les tissus conjonctifs. A ces cellules s'ajoutent les CO des ganglions 
lymphatiques, de la peau et les cellules gliales du système nerveux central (Rous, 1923; 
Sacks, 1925; Wooles et Diluzio, 1963; Saba, 1970). 
Le RES fait partie du système immunitaire et est impliqué dans la reconnaissance et la 
destruction des pathogènes du sang (Wooles et Oiluzio, 1963; Loegering, Grover et 
Schneidkraut, 1984; Arese, Turrini et Ginsburg, 1991; Mebius et Kraal, 2005; Prommano et 
al., 2005). En particulier, certaines études ont démontré l'importance capitale de la rate dans 
la résolution des infections par des bactéries ou des protozoaires (Garnham, 1970; Saba, 
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1970; Singer, 1973). En plus de cette fonction immunitaire, le RES est aussi responsable de 
l'élimination des cellules mortes de l'organisme comme décrit précédemment (Tanaka, 
2005). Ce processus permet d'éviter que les cellules mortes libèrent leur contenu 
intracellulaire et déclenchent une inflammation inutile, voire dangereuse (Tanaka, 2005). 
Dans ce contexte, les MP du RES éliminent de manière continue les GR sénescents du sang 
(Sacks, ; Knutson et al., 2003; Chang et Stevenson, 2004). 
1.4.2. Élimination des globules rouges sénescents par la rate 
Au terme de leur maturation, les GR voient leur noyau disparaître. De ce fait, les GR 
sont sensibles aux insultes de leur environnement et accumulent des altérations puisqu'ils 
sont incapables d'induire l'expression d'enzymes impliquées dans les mécanismes de 
protection ou de réparation (Saxena et Khandelwal, 2009). Dans des conditions 
physiologiques normales, ce sont les cycles répétés d'oxydation/réduction de l'Hb (suite à la 
fixation de l'oxygène au poumon et à sa libération dans les tissus) ainsi que la dégradation 
progressive de l'Hb qui sont responsables en grande partie de la détérioration des GR. Ces 
phénomènes provoquent un stress oxydatif chez les GR qui entraîne des modifications au 
niveau de leur membrane et conduit à leur sénescence (Chiu, Kuypers et Lubin, 1989; Chiu et 
Lubin, 1989; Kiefer et Snyder, 2000; Saxena et KhandeJwal, 2009). 
Quatre-vingt pourcents des GR sénescents sont éliminés de manière extravasculaire par 
les MP du RES (Arese, Turrini et Ginsburg, 1991). Les 20% restants éclatent directement 
dans la circulation sanguine (élimination intravascuJaire) et leur contenu est éliminé par les 
reins et les MP du RES (Arese, Turrini et Ginsburg, 1991). L'élimination extravasculaire des 
GR sénescents est effectuée en grande partie par les MP de la rate, du foie (cellules de 
Kupffer) et de la moelle osseuse (Prankerd, 1963; Bennett et Kay, 1981; Loegering, Grover et 
Schneidkraut, 1984; Schroit et al., 1984; Loegering et al., 1987; Kiefer et Snyder, 2000; 
Mebius et Kraal, 2005; Saxena et Khandelwal, 2009). Plusieurs études démontrent que la rate 
joue un rôle prédominant par rapport aux deux autres organes (Pimstone et al., 1971; Schroit 
et al., 1984; Prommano et al., 2005; Ishikawa-Sekigami et al., 2006). 
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1.4.2.1. La rate: un organe adapté à la filtration du sang 
Le sang est apporté à la rate par l'artère liénale qui va se ramifier et donner les artères 
trabéculaires puis les artères centrales qui traversent la pu lpe blanche de la rate (Fig. 1.1 1). 
Cette zone, très riche en cellules T et B, possède une architecture similaire à celle des 
ganglions lymphatiques et constitue un site privilégié du développement de la réponse 
immunitaire adaptative (Mebius et Kraal, 2005; Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009). Certaines 
artères centrales (environ 10%) vont se diriger directement dans la zone marginale de la rate 
alors que d'autres vont devenir les artères pénicillées puis les capillaires à housse et apporter 
le sang dans la pulpe rouge de la rate (Mebius et Kraal, 2005; Khatib, Rabah et Sarnaik, 
2009). Les capillaires à housse sont bouchés à leur extrémité, ce qui va forcer les cellules 
sanguines à passer entre les cellules endothéliales afin de rejoindre le parenchyme de la rate. 
Cette zone est riche en MP et possède un hématocrite élevé (60%) ayant pour effet de ralentir 
le débit sanguin. Ces conditions favorisent la reconnaissance et l'élimination des pathogènes 
sanguins et des GR abîmés/sénescents par les MP (étape de filtration du sang) (Khatib, Rabah 
et Sarnaik, 2009). 
Le sang va ensuite être collecté dans les sinus veineux. Afin d'entrer dans le sinus 
veineux et de rejoindre la circulation sanguine, les cellules sanguines vont devoir passer entre 
les cellules endothéliales du sinus où elles sont de nouveau inspectées par les MP sinusoïdaux 
(Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009) (Fig. 1.12). Les GR sénescents, du fait de leur déformabilité 
réduite et de leur importante opsonisation (anticorps et complément), vont rester piégés dans 
le parenchyme (Mebius et Kraal, 2005). La pulpe rouge de la rate est composée du 
parenchyme et de sinus veineux et représente 80% du volume total de la rate (Khatib, Rabah 
et Sarnaik, 2009). De manière intéressante, 10% du flot sanguin passent directement des 
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Figure 1.11 : Schématisation de l'architecture de la rate 
Structure générale de la rate montrant son irrigation sanguine et sa compartimentation. On 
observe la pulpe blanche (<< T cell zone» et «follicule ») où la réponse immunitaire 
adaptative est induite et la pulpe rouge (<< cords» et « veinous sinus ») où les GR sénescents 
et abîmés sont éliminés par les MP du RES. 
Source: (Mebius et Kraal, 2005) 
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Figure 1.12 : Schématisation du passage des cellules sanguines du parenchyme vers le 
sinus veineux 
Après avoir été filtrés par les MP du parenchyme de la rate, les GR du sang entrent dans le 
sinus veineux afin de rejoindre la circulation sanguine périphérique. Lors de ce processus, les 
cellules sanguines passent entre les cellules endothéliales du sinus où elles sont inspectées par 
les MP sinusoïdaux. 
Source: (Mebius et Kraal, 2005) 
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1.4.2.2. Reconnaissance des globules rouges sénescents par les macrophages 
Comme décrit précédemment, les cycles d'oxydation/réduction répétés de l'Hb 
provoquent la détérioration progressive de la membrane des GR (Kiefer et Snyder, 2000; 
Saxena et Khandelwal, 2009). La membrane des GR sénescents présente de nombreuses 
modifications permettant leur reconnaissance par les MP du RES (Bennett et Kay, 1981; 
Bratosin et al., 1998). Tout d'abord, au fur et à mesure de leur vieillissement, les GR perdent 
les résidus d'acide sialique (désialysation) dévoilant progressivement les résidus ~­
galactosyle capables de déclencher l'érythrophagocytose. Ensuite, les protéines et les lipides 
membranaires présentent des signes de dénaturation ou d'oxydation entrainant l'agrégation 
de certains composants membranaires dont la protéine Band-3 (Arese, Turrini et Ginsburg, 
1991; Bratosin et al., 1998). Les protéines ainsi associées vont être la cible d'auto-anticorps 
et éventuellement du système du complément qui seront reconnus respectivement par les FcR 
et les récepteurs du complément des MP. De leur côté, les lipides oxydés pourraient être 
reconnus par le récepteur CD36 des phagocytes (Kiefer et Snyder, 2000). En parallèle, les 
GR perdent Jeur asymétrie membranaire et présentent des résidus phosphatidylsérine sur la 
face externe de leur membrane déclenchant ainsi leur reconnaissance par le récepteur CD36 
des MP (Kiefer et Snyder, 2000). 
En complément de toutes ces modifications favorisant la reconnaissance par les MP, 
les GR sénescents perdent progressivement leur forme de discocyte pour devenir des 
sphérocytes ayant une déformabilité réduite et favorisant leur rétention au niveau du 
parenchyme de la pulpe rouge de la rate (Mebius et Kraal, 2005). De plus, l'expression des 
marqueurs CD47 et CD147, responsables respectivement de l'inhibition de la phagocytose 
des MP et de la facilitation de la sortie de la rate des GR, diminue à la surface des GR 
sénescents (Ishikawa-Sekigami et al., 2006; Saxena et Khandelwal, 2009). Ces changements 
ont pour effet d'augmenter le temps de séjour des GR sénescents au niveau de la rate et de 
favoriser leur phagocytose par les MP. 
78 
1.4.2.3. Dégradation des globules rouges sénescents par les macrophages 
Une fois reconnus par les MP, les GR sénescents sont phagocytés. Leur reconnaissance 
via les FcR va induire la flambée oxydative chez le MP, ce qui va favoriser la destruction des 
GR et la dégradation de !'Hb (Yamamoto et Johnston, 1984; Clerget et Poila, ]990; Kamen el 
al., 2008). Cette flambée oxydative résulte de l'activation de l'enzyme NADPH oxydase qui 
catalyse le transfert des électrons du NADPH aux molécules d'oxygène à l'origine de la 
formation d'Oz- (Vignais, 2002) (Fig. 1.13). En absence de stimulation, certaines sous-unités 
composant la NADPH oxydase se retrouvent dans le cytoplasme alors que les autres sont 
associées à la membrane. Suite à l'activation des phagocytes, toutes les sous-unités vont 
s'assembler et s'associer à la membrane afin de former l'enzyme active selon des processus 
dépendants et indépendants de la protéine kinase C (PKC) (DeLeo el al., ]999; Morena el al., 
2002; Vignais, 2002) (Fig. 1.13). 
Dans le phagosome, les GR vont être dégradés de manière enzymatique (Knutson el 
al., 2003; Mebius et Kraal, 2005). L'Hb va être oxydée et subir une dégradation 
protéolytique, ce qui va libérer une quantité équimolaire de ROS (Misra et Fridovich, 1972; 
Chiu et Lubin, 1989; Huang el al., 2002; Goldstein el al., 2003) et conduire à la libération de 
l'hème (Fe+z protoporphyrine IX) sous sa forme oxydée l'HE (Fe+3 protoporphyrine IX) 
(Bunn et JandJ, 1968; Chiu et Lubin, ]989; Francis, Sullivan et Goldberg, 1997; Knutson el 
al., 2003; Greer el al., 2008). L'HE va ensuite rejoindre le cytoplasme pour être transformée 
en fer, biliverdine et monoxyde de carbone (CO) par la HO-I associée au réticulum 
endoplasmique (Pimstone el al., 197]; Otterbein et Choi, 2000; Knutson el al., 2003). Le fer 
peut aussi être libéré par la dégradation non-enzymatique de l'HE par les peroxydes 
(Gutteridge, 1986; Kremer, 1989). Ensuite, le fer libre sera stocké suite à sa neutralisation par 
la ferritine ou excrété via des fer-ATPases ou la ferroportine (Otterbein et Choi, 2000; Delaby 
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Figure 1.13 : Activation de la NADPH oxydase et production d'ions superoxydes 
La NADPH oxydase est l'une des principales sources de ROS intracellulaires. Ce complexe 
enzymatique est composé de plusieurs sous unités qui sont dispersées dans le cytoplasme et 
la membrane plasmique de la cellule en absence de stimulation. Suite à la stimulation, ces 
unités vont s'associer au niveau de la membrane et permettre la conversion du dioxygène en 
ions superoxydes. 
Source: (Morena et al., 2002) 
Une étude menée in vitro a permis de montrer que la reconnaissance et la phagocytose 
des GR sénescents/abîmés commence après quelques minutes d'incubation et s'échelonne sur 
2 h (Gemsa et al., 1973). Suite à l'érythrophagocytose, les GR phagocytés sont observables 
dans les phagolysosomes sous forme de structures denses et rondes qui vont progressivement 
s'atténuer jusqu'à disparaitre complètement après 5-7 h d'incubation. Quarante minutes après 
le début de l'érythrophagocytose, les MP commencent à excréter le fer provenant des GR 
(Fillet, Beguin et Baldelli, 1989). Ce délai correspond vraisemblablement au temps 
nécessaire à la destruction des GR et à la digestion de 1'HE par la HO-I. Bien que les MP 
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présentent une activité HO basale, l'activité de cette enzyme est fortement accrue suite à 
l'érythrophagocytose (Gemsa et al., ]973). Ainsi, 3-5 h après l'ingestion des GR, l'activité de 
la HO est multipliée par 10 pour ensuite atteindre un plateau (Gemsa et al., 1973). Des 
expériences réalisées in vitro et in vivo ont montré que l'excrétion du fer des GR se passe en 
deux étapes (Fillet, Cook et Finch, 1974; Kondo et al., 1988; Fillet, Beguin et Baldelli, 1989; 
Delaby et al., 2005). Dans les premières heures suivant l'érythrophagocytose, les MP 
excrètent rapidement les deux tiers du fer provenant des GR (t1/2 = 34 minutes). La quantité 
restante du fer est ensuite stockée dans les MP et va être excrétée de manière beaucoup plus 
lente (t1/2 = 6 jours). La transition entre les deux étapes est caractérisée par une diminution de 
l'expression de la ferroportine suivie d'une augmentation de la ferritine intracellulaire 
(Delaby et al., 2005). 
De manière intéressante, l'HE peut jouer un rôle cytoprotecteur ou avoir un effet 
toxique dépendamment de la concentration à laquelle elle est rencontrée dans les cellules 
et/ou les tissus (Kumal' et Bandyopadhyay, 2005). En faible quantité, l'HE active la HO-I et 
sa dégradation conduit à la production de CO, de biliverdine et de fer ainsi qu'à l'induction 
de l'expression de la ferritine. Dans ces conditions, le pouvoir antioxydant du CO et de la 
biliverdine ainsi que la neutralisation du fer par la ferritine jouent un rôle protecteur pour la 
cellule (Hayashi et al., 1999; Kumar et Bandyopadhyay, 2005). En revanche, en quantité 
importante, ['inflammation et le stress oxydative induit par l'HE deviennent trop importants 
pour être compensés par les effets cytoprotecteurs de la HO-l, du CO, de la biliverdine ou de 
la ferritine mettant ainsi en péril l'intégrité et la survie de la cellule (Nath et al., 200]; 
Wagener et al., 2001). Dans ce contexte, il a été démontré que l'HE est toxique pour de 
nombreux types cellulaires et peut induire la mort cellulaire en agissant selon des 
mécanismes oxydatifs et non oxydatifs (Balla et al., 1992; Bhoite-Solomon, Kessler-Icekson 
et Shaklai, ]993; Braverman, Helson et Helson, 1995; da Silva et al., 1996; Kumar et 
Bandyopadhyay, 2005). En effet, ce composé est capable de provoquer la peroxydation des 
lipides membranaires (O'Brien et Little, 1969) mais aussi d'induire une lyse osmotique des 
cellules (Hebbel et Eaton, 1989). De son côté, le fer libéré suite à la dégradation de l'HE est 
capable de produire des OH via la réaction de Haber-Weiss (Gutteridge, 1986; Eaton et Qian, 
2002; Goldstein et al., 2003) (Fig. 1.8) et d'entrainer la peroxydation des lipides et la 
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dégradation de l'ADN. Le fer contenu dans l'HE peut passer de ['état ferrique (+IlI) à ['état 
ferreux (+II) causant ainsi l'oxydation des composés à proximité (Holt et Moore, 2000). 
Ainsi, que ce soit par l'activation de la NADPH oxydase, par l'oxydation de l'Hb ou 
par la libération de l'HE et du fer, la dégradation des GR entraine un stress oxydatif au sein 
du MP. 
1.4.3. Impact de l'érythrophagocytose sur les fonctions effectrices des macrophages 
Connaissant l'importance des MP du RES tant au niveau de la réponse immunitaire 
qu'au niveau de l'élimination des cellules mortes, plusieurs études in vivo et in vitro ont été 
réalisées afin d'évaluer l'effet de l'érythrophagocytose sur les capacités phagocytaires et 
antibactériennes des MP. 
Les premières études portant sur le sujet ont évalué l'impact d'une injection 
systémique de GR opsonisés avec des IgG (GR IgG) (Hand et King-Thompson, 1983; 
Loegering et al., 1987; Commins, Loegering et Gudewicz, 1990) sur les MP du RES chez le 
rat. Les GR IgG sont reconnus comme des GR sénescents, ce qui permet d'accroître 
['intensité de l' érythrophagocytose in vivo (Loegering et al., 1987). Après leur injection, la 
grande majorité des GR IgG se retrouve rapidement phagocytée par les MP de la rate (après 3 
h) et du foie (après 0.5 h). Alors que, chez les rats témoins présentant une érythrophagocytose 
basale, les MP du RES sont parfaitement fonctionnels, les MP des rats ayant reçu J'injection 
de GR IgG présentent une capacité phagocytaire réduite. Suite à cette injection, les MP du 
RES possèdent une capacité réduite à internaliser les bactéries entrainant une sensibilité 
accrue aux infections par Pseudomonas aeruginosa (Loegering et al., 1987). 
Ces observations in vivo ont été corroborées in vitro avec différents modèles. Hand et 
al. ont démontré que des MP péritonéaux et alvéolaires préalablement traités avec des GR 
IgG présentaient une activité antibactérienne diminuée contre Salmonella et Staphylococcus 
respectivement. Ce phénomène était associé avec une capacité limitée des MP à produire des 
ROS (Gill, Kaye et Hook, 1966; Hand et King-Thompson, 1983). Deux autres études utilisant 
des MP péritonéaux ont aussi montré que la phagocytose préalable de GR IgG causait la 
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peroxydation des lipides membranaires des phagocytes, une inhibition de la phagocytose et 
une réduction de la flambée oxydative en réponse au phorbol myristate acétate (PMA) 
(Commins, Loegering et Gudewicz, 1990; Loegering et al., 1996). 
Ces expériences démontrent que, dans des conditions normales, l'érythrophagocytose 
basale ne semble pas affecter de manière significative les fonctions effectrices des MP du 
RES (Loegering et al., 1987). En revanche, en augmentant l'intensité de 
l'érythrophagocytose par l'ajout de GR IgG, il semble que la phagocytose de GR cause des 
dysfonctions diverses aux MP (résumé dans (Loegering et al., 1996)). 
1.4.4. Maladies associées à une proportion anormalement élevée de GR sénescents 
Chez un individu en bonne santé, les GR sénescents représentent seulement 1% (2% 
chez les rongeurs) des GR totaux (Saxena et Khandelwal, 2009). Des facteurs externes, 
comme des agents oxydants (Lutz et al., 1988; Schwarzer et al., 1992), certaines infections 
(Ronai, Avraham et Sulitzeanu, 1981; Arese, Turrini et Ginsburg, 1991; Turrini et al., 1992; 
Atamna et Ginsburg, 1993; Das et Nanda, 1999; Dondorp et al., 1999; Omodeo-Sale et al., 
2003; Becker et al., 2004; Chang et Stevenson, 2004; Omodeo-Sa1e et al., 2005; Weiss et 
Goodnough, 2005) ou certaines maladies héréditaires affectant l'Hb (Schroit et al., 1984; 
Hebbel, 1991; Shalev et al., 1995; Browne et al., 1997; Browne, Shalev et Hebbel, 1998; 
Dondorp et al., 1999; Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009), peuvent accélérer la détérioration de 
la membrane des GR et entraîner leur vieillissement prématuré. Dans ces conditions, la 
proportion de GR sénescents augmente fortement, occasionnant une érythrophagocytose 
accrue reflétée par la présence de nombreux GR à l'intérieur des phagocytes du RES (Arese, 
Turrini et Ginsburg, 1991; Hebbel, 1991; Schwarzer et al., 1992; Turrini et al., 1992). Ces 
pathologies sont associées à une splénomégalie résultant de ['élimination accrue de GR au 
niveau de la rate. 
L'anémie falciforme et la thalassémie sont des maladies héréditaires affectant l'Hb. 
Les patients affectés par l'anémie falciforme possèdent une Hb anormale qui polymérise dans 
des 'conditions de faible oxygénation, ce qui peut entrainer sa précipitation (Becker et al., 
2004; Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009). Cette polymérisation est responsable de la forme en 
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faucille des GR ainsi que de leur faible déformabilité (Hebbel, 1991; Becker et al., 2004; 
Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009). De leur côté, les patients atteints par la thalassémie ont une 
production défectueuse de l'une des sous-unités de l' Hb entrainant un fort pourcentage de 
sous-unités non-appariées ayant tendance à précipiter (Becker et al., 2004). Ces deux 
pathologies sont associées à des dépôts anormalement élevés d'hémichrome (Hb précipitée), 
d'HE libre et de fer au niveau de la membrane des GR. Ces dépôts sont responsables de 
diverses modifications oxydatives, dont la peroxydation des lipides et l'agrégation de 
certaines protéines membranaires (Browne, Shalev et Hebbel, 1998), affectant la membrane 
des GR et réduisant leur espérance de vie (Hebbel, 1991; Shalev et a!., 1995; Browne et al., 
1997; Browne, Shalev et Hebbel, 1998; Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009). 
Les infections par Plasmodium provoquent elles aussi un vieillissement prématuré des 
GR (Chang et Stevenson, 2004). Le développement du parasite au sein du GR, et plus 
particulièrement la digestion de l'Hb et la libération de l'HE induisent la production de ROS 
dont le H20 2 et les OH (Atamna et Ginsburg, 1993; Becker et a!., 2004). En plus de ce stress 
oxydatif, les GR parasités présentent des dépôts d'HE semblables à ceux observés chez les 
patients atteints de l'anémie falciforme et de la thalassémie au niveau de leur membrane 
(Becker et a!., 2004). Ces deux phénomènes entrainent l'oxydation de la membrane des GR 
(Das et Nanda, 1999; Omodeo-Sale et a!., 2003). De manière surprenante, il a été rapporté 
que les GR non parasités présentent eux aussi un vieillissement prématuré pendant les 
infections par Plasmodium (Pongponratn et al., 1987; Schwarzer et al., 1992; Dondorp et al., 
1999; Omodeo-Sale et a!., 2003). Ainsi, il a été estimé que 8.5 GR non parasités sont 
phagocytés pour chaque GR parasité (Jakeman et al., 1999; Chang et Stevenson, 2004). 1\ 
semblerait que la libération de ROS extracellulaires suite à l'activation des MP ainsi que le 
stress oxydatif associé au développement du parasite dans les GR parasités soient à l'origine 
du vieillissement prématuré des GR non parasités pendant la malaria (Clark, Chaudhri et 
Cowden, 1989; Schwarzer et al., 1992; Omodeo-Sale et al., 2003; Becker et al., 2004; 
Ndungu et a!., 2005). Il est aussi envisageable que l'HE ou l'Hb libérées dans le sang suite à 
la lyse des GR parasités puissent s'associer à la membrane des GR non parasités et provoquer 
leur peroxydation (Omodeo-Sale et al., 2005) (voir par. 1.3.2.1). 
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De leur coté, les agents oxydants vont provoquer l'oxydation des lipides 
membranaires, l'externalisation des résidus phosphatidylsérine et induire l'agrégation des 
protéines membranaires des GR dont la protéine Band-3 (Lutz et al., 1988; MandaI et al., 
2002). 
Que ce soit le vieillissement prématuré des GR induit par les oxydants, ('anémie 
falciforme, la thalassémie ou la malaria, il semble que cela aboutisse à des modifications 
membranaires très similaires à celles observées chez les GR sénescents (voir par. 1.4.2.2). 
Ainsi, ces pathologies sont associées à une agrégation prononcée de la protéines Band-3, 
l'oxydation des lipides membranaires, l'exposition des résidus phosphatidylsérine, 
l'opsonisation avec des anticorps et une diminution de la déformabilité des GR (Ronai et al., 
1981; Schroit et al., 1984; Arese et al., 1991; Hebbel, 1991; Turrini et al., 1992; Browne et 
al., 1997; Browne et al., 1998; Dondorp et al., 1999a; Dondorp et al., 1999b; Omodeo-Sale et 
al., 2003; Becker et al., 2004; Chang and Stevenson, 2004). De ce fait, l'élimination de ces 
GR utilise des mécanismes très semblables à ceux impliqués dans la reconnaissance et la 
destruction des GR sénescents. 
1.4.5. Dysfonctions et apoptose des macrophages pendant la malaria 
Comme décrit à l'instant, les infections par Plasmodium causent une 
érythrophagocytose importante par les MP du RES (Arese, Turrini et Ginsburg, 1991; 
Schwarzer et al., 1992). Plusieurs études rapportent que diverses fonctions effectrices des MP 
comme la capacité à stimuler une réponse humorale, la phagocytose, l'ADCC ou encore 
l'activation de la NADPH oxydase sont affectées pendant la malaria (résumé dans (Arese, 
Turrini et Ginsburg, 1991 )). En 1992, Schwarzer et al. ont démontré in vitro que la 
phagocytose préalable de GR parasités par le Plasmodium était capable d'inhiber la 
phagocytose et l'activation de la NADPH oxydase suggérant que les dysfonctions observées 
chez les MP in vivo pourraient être directement liées à l'élythrophagocytose importante 
causée par la malaria (Schwarzer et al., 1992). Une étude ayant évalué l' ADCC des MP au 
cours de l'infection tend à supporter cette théorie en démontrant que la dysfonction des MP 
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semble plus marquée au pic de l'infection correspondant au moment où l'érythrophagocytose 
est vraisemblablement la plus importante (Shear, 1988). 
Ces résultats suggèrent que certaines pathologies, dont la malaria, provoquent une 
phagocytose de GR suffisamment importante pour affecter les fonctions des MP de manière 
similaire à ce qui avait été précédemment décrit en utilisant une exacerbation artificielle de 
l'érythrophagocytose via l'injection systémique de GR IgG (Loegering et al., 1987). 
Les infections par Plasmodium provoquent aussi l'apoptose d'une nombre important 
des MP (Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000). Cette étude montre que, pendant la 
malaria, le nombre de MP apoptotiques au niveau de la rate augmente fortement au fur et à 
mesure que le nombre de GR parasités augmente. Il est tentant de spéculer qu'une 
érythrophagocytose importante et soutenue pendant plusieurs jours consécutifs pourrait 
affecter la viabilité des MP. Les études précédemment réalisées in vitro sur 
l'érythrophagocytose et utilisant des GR IgG (Loegering et al., 1996) ou des GR parasités par 
le Plasmodium (Schwarzer et al., 1992) n'ont rapporté aucune diminution de la viabilité des 
MP. Cependant, ces études utilisaient des temps d'incubation relativement courts (1 à 2 h) ne 
permettant la phagocytose que d'un nombre restreint de GR (5 à 10 GR au total). Par 
conséquent, il est possible qu'une ingestion plus prononcée et plus soutenue dans le temps de 
GR puisse occasionner une perte de viabilité des MP. Le troisième axe de recherche de ce 
projet de thèse visera à étudier ce phénomène (voir chap. 4). 
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Different functions have been attributed to naturaJ regulatory CD4+CD2S+FOXP3+ 
(TregN) cells during malaria infection. Herein, we assessed the role for TregN cells during 
infections with lethal (DS) and non-Iethal (DK) Pca parasites, comparing the levels of 
parasitemia, inflammation and anaemia. Independent of parasite virulence, the population of 
splenic TregN cells expanded during infection, and the absolute numbers of activated CD69+ 
TregN cells were higher in DS-infected mice. In vivo depletion of CD2S+ T cells, which 
eliminated 80% of CD4+FOXP3+CD2S+ T cells and 60-70% of CD4+FOXP3+ T cells, 
significantly decreased the number of CD69+ TregN cells in mice with lethal malaria. As a 
result, higher parasite burden and morbidity were measured in the latter, whereas the kinetics 
of infection with non-Iethal parasites remained unaffected. In the absence of TregN cells, 
parasite-specific IFN-y responses by CD4+ T cells increased significantly, both in mice with 
lethal and non-Iethal infections, whereas IL-2 production was only stimulated in mice with 
non-Iethal malaria. Following the depletion of CD2S+ T cells, the production of IL- 10 by 
CD90' cells was also enhanced in infected mice. Interestingly, a potent induction of TNF-a 
and IFN-y production by CD4+ and CD90' splenocytes was measured in DS-infected mice, 
which also suffered severe anaemia earlier than non-depleted infected contrais. Taken 
together, our data suggest that the expansion and activation of TregN cells represent a 
counter-regulatory response to the overwhelming inflammation associated with lethal Pca. 
This response to infection involves Th 1 lymphocytes as well as ceJ1s from the innate immune 
system. 




TregN cells represent a population of CD4+CD4SRB low T ceJls constitutively 
expressing the a chain of the IL-2 receptor (CD2S) (Schwartz, 200S) and which, in mice, 
comprise more than 8S% of the cells expressing the Fork Head BOX P3 transcriptional factor 
(FOXP3) (Khattri et al., 2003; Fontenot et al., 200S). These cells play determinant roles in 
the preservation of self-tolerance and in the control of graft and tumor rejection and 
inflammation, and their abrogation leads to autoimmunity and inflammatory diseases in 
several experimental models (Fontenot et al., 200S; Schwartz, 200S). 
In addition to their function in self-tolerance, TregN cells participate in the control of 
overwhelming responses to infectious agents such as viruses, bacteria and protozoan parasites 
(Raghavan et Holmgren, 200S; Belkaid, Sun et Bouladoux, 2006; Demengeot et al., 2006; 
Suvas et Rouse, 2006). In malaria, TregN cells expand during infection with the Plasmodium 
berghei ANKA strain (PbA) (Nie et al., 2007; Vigario et al., 2007) and have been shown to 
inhibit the development of pathogenic Th 1 cells, responsible for cerebral disease in resistant 
BALB/c mice (Nie et al., 2007). These results contrast with the detrimental effects associated 
with TregN cells during PbA infection in susceptible CS7BLl6 mice (Amante et al., 2007). In 
this infection model, depletion of TregN cells results in a significant increase in survival, a 
minor but significant reduction in blood parasitemia and an important reduction in parasite 
load in the brain and vasculature. A comparable delay in the onset of peak parasitemia has 
been reported during PbNK6S infection in mice depleted of TregN cells (Long et al., 2003) 
and in the PyL infection model, elimination of TregN cells allows BALB/c mice to control 
otherwise lethal infections (Hisaeda et al., 2004). Moreover, data provided by Plasmodium 
falciparum infections in humans correlates the expansion of TregN cells and the production 
of TGF-~ with accelerated parasite growth (Walther et al., 200S). It was shown that TGF-~ 
tends to decrease TNF-a and IFN-y during Plasmodium infection (Li, Seixas et Langhorne, 
2001). As these two cytokines are important in parasite control, this couId explain the 
accelerated parasite growth reported in patient arboring elevated levels of TGF-~ in serum. 
Altogether, these observations attribute contrasting functions to TregN cells during 
Plasmodium infections. 
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Herein, the role of TregN cells in the lethality associated with Pca infection has been 
evaluated using two parasite strains with contrasting virulence, sustained by distinct parasite 
multiplication rates, and by the severity of inflammation and anaemia generated. Our results 
indicate that during Pca infection, TregN cells contribute to the control of overwhelming 
inflammatory responses and do not impair protective immune responses. 
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2.3. MATERIALS AND METHODS 
2.3.1. Parasites, mice and infections 
The Pca OS (lethal) and OK (non-Iethal) strains derive from two different isolates 
(Kil1ick-Kendrick et Peters, 1978). Female BALB!c mice, 4-6 weeks old (Charles River), 
were infected with 105 parasitized red blood cells (PRBC) by the i.p. route. Parasitemia was 
measured daily in methanol fixed tail blood smears stained with a 10% Giemsa solution in 
phosphate buffer saline (PBS). 
2.3.2. Cell purification 
Single-cell suspensions of splenocytes from naïve and Pca-infected mlce (peak 
parasitemia) were prepared. In experiments assessing the contribution of C090' splenocytes 
in the infiammatory response, T cells were removed using MACS C090 microbeads 
(Miltenyi Biotec, USA), and levels of purity >95% were attained. C04+ T cel1s were enriched 
by negative selection using the EasySep mouse C04+ T cel1 enrichment kit (StemCell 
Technologies, Canada) and purity levels of 90-95% were obtained. Syngeneic adherent 
peritoneal macrophages were used as accessory cells and were shown to be >85% COllb+ 
cells following staining with anti-mouse COI lb monoclonal antibody (mAb) (clone 
CL8941F, Cedariane Laboratories). 
2.3.3. Assessment of CD4+ T cell function 
Purified C04+ T cel1s from naïve and infected mice (untreated or depleted of C025+ T 
cells in vivo) were co-cultured in 96-well plates (2.105 cells!well) with naïve peritoneal MP 
(2.104 ce IIs!we Il), and were stimulated with low endotoxin azide-free anti-C03 mAb (4 
Ilg/ml, clone C363.29B, Cedarlane Laboratories) or with 60,000 homologous PRBC. Culture 
supernatants from stimulated C04+ T cel1s were recovered 24 h or 72 h later for IL-2 and 
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IFN-y measurements by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), respectively. AIl 
samples were assessed in triplicate. 
2.3.4. Phenotypic characterization of TregN cells by flow cytometry 
Splenocytes from naïve and infected mice (moderate and peak infection) were co­
stained with fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-mouse CD4/UT4 (clone 
GK 1.5, Southern Biotech), allophycocyanin (APC)-conjugated anti-mouse CD25/IL-2 
receptor alpha (lL-2Ra, clone 704, Southern Biotech) and PE/Cy-7-conjugated anti-mouse 
CD69 (clone HI-2F3, Biolegend) mAbs following standard procedures. The cells were fixed 
and permeabilized in a fixation/permeabilisation solution and permeabilisation buffer 
(eBioscience, USA), and were incubated with anti-mouse FOXP3-PE mAb (clone FJK-16S, 
eBioscience, USA). The percentages and absolute numbers of FOXP3+ T cells within the 
CD4+CD25+ population were determined using a forward light scatterlside Iight scatter 
(FSC/SSC) gate on lymphocytes and a gate on CD4+CD25+ T cells. CD69 expression in 
FOXP3+ and FOXPTCD4+ T cells, and in CD4- splenocytes, was determined by a 
multiparametric analysis using a FACScan (Becton Dickinson, USA). 
2.3.5. In vivo depletion of CD4+CD25+ T cells 
Depletion of CD25+ T cells was carried out by i.v. administration of anti-mouse CD2S 
mAb (clone PC61, rat IgG 1). The antibody was purified from supernatants from confluent 
cell cultures of the TIB-222 hybridoma (kindly provided by Dr. C. Picciril1o, McGill 
University) on a Hi-Trap Protein G column according to the instructions provided by the 
manufacturer. Mice received 500 flg of the PC61 mAb by i.p. injection 1 day prior to and 1 
day after infection. Depletion efficiency, assessed by FACS analysis of CD4+CD25+ cells, 
ranged from 85% to 95%, and the effect was shown to persist for more than 10 days. 
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2.3.6. Quantification of IL-2, IL-10, IFN-y and TNF-a. 
IL-2 was measured in 24 h culture supernatants from CD4+ T cells harvested from 
naïve and infected mice (untreated or depleted of C025+ T cells), following stimulation with 
hom010gous PRBC (60,000) or with anti-C03 mAb (4 ).lg/ml). Capture (Clone JES6-1A2) 
and detector (Clone JES6-5H4) anti-mouse IL-2 mAb (Ca1tag laboratories, USA) were used. 
Antigen-antibody complexes were detected with a streptavidin-horseradish peroxidase 
conjugate (Amersham Biosciences, USA) and the reactions were developed by addition of a 
TMB solution (3,3' ,5,5' -tetramethylbenzidine, Sigma). Absorbance at 450 nm was measured 
in a BioRad Model 550 microplate reader. IL-2 concentrations in samples were calculated 
against a standard curve generated with recombinant mouse IL-2 (Cedarlane Laboratories 
Ltd, CA). 
Interleukin-lO, lFN-y and TNF-a were measured in 72 h cultures of non-stimulated 
splenocytes (4. 106 cells/ml), C04+ T cells (4.106 cells/ml) and C090· splenocytes (4.106 
cells/ml) from naïve and infected mice (untreated or depleted of C025+ T cells) using the BD 
OptEIATM sets for mouse IL-JO, IFN-y and TNF-a (BD Biosciences, USA). IFN-y was also 
quantified in 72 h cultures of C04+ T cells from uninfected and infected mice, deprived or 
not of C025+ T cells, following stimulation with PRBC or with anti-C03 mAb as described 
above. 
2.3.7. Determination of haemoglobin in blood 
Haemoglobin (Hb) concentrations were measured in control mice and in mice depleted 
ofCD25+ T cells (n = 7 per group) immediately before and every 2 days following infection. 
Briefly,2 ).lI tail-vein blood was diluted in 500 ).ll Orabkin's solution (Sigma) and Hb was 
assayed in 96-well microtiter plates (Costar, Cambridge, MA) in a volume of 100 ).lI by 
measuring the absorption at 540 nm in a microplate reader. Values were converted to mg/ml 
using a standard curve of human Hb (Sigma) prepared in Orabkin's solution. Ali samples 
were assessed in duplicate. 
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2.3.8. Statistical analysis 
Statistical analysis was performed using a Mann-Whitney test for the comparison of 
parasite burden and blood haemoglobin content in control and anti-CD25 treated mice. A 
one-way analysis of variance (ANOYA) and Bartlett's tests for equal variances were used 
when comparing three or more groups (~ 6 individual mice per category) using a GraphPad 
Prism Software (version 5.00; www.graphpad.com/prism). 
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2.4.RESULTS 
2.4.1. Pro-inflammatory cytokines responses are enhanced during lethal Pca infection 
In this study two closely reJated Pca strains were used: Pca DS and Pca DK (Perkins, 
Sarkar et Carter, 2007). Both of these strains were obtained from two distinct isolates 
(isolates DS 408XZ and DK 556KA respectively) recovered from Plasmodium infected 
thicket rats in Congo (Brazzaville) (Gadsby, 2008). These strains could be distinguished by 
differences in enzyme isoforms (isozymes) of the following: glucose phosphate isomerase 
(GPI), 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGD), lactate dehydrogenase (LDH) and 
NADP-dependent glutamate dehydrogenase (GDH), as determined by starch gel 
electrophoresis (Gadsby, 2008). Compared to the Pca DK which is not lethal, the Pca DS 
triggers infections characterised by higher parasitemia and leading to the death of BALB/c 
mice. No definitive answer has been given to explain this virulence discrepancie. However, it 
has been shown that the Pca DS tends to produce more asexual merozoites and less 
gametocytes during blood stage malaria compared to the Pca DK. In addition, the Pca DK 
seems to infect only a certain population of RBC whereas the Pca DS appears to be less 
restricted (Gadsby, 2008). Gadsby eL al. also observed that the Pca DS tends to colonize 
blood faster and identify ten loci involved in the multiplication speed difference between 
these two strains (Gadsby, 2008). However, in our hands, both strains tend to develop at the 
same speed. 
In BALB/c mice and in other inbred and outbred mouse strains, inoculation of Pca DS 
PRBC resulted in elevated parasitemia (45-65%) and 100% mortality ((Scorza eL al., 2005) 
and unpublished results) (Fig. 2.1 .a). In contrast, similar infective doses with DK parasites 
resulted in moderate infection (13-20% parasitemia) that resolved 12-13 days later in 
BALB/c mice (Fig. 2.1.a). 
We compared the levels of TNF-a., IFN-y and IL-lOin 72 h culture supernatants of 
splenic cells from BALB/c mice with DS and DK infections, harvested on the day of peak 
parasitemia without further stimulation. Significantly higher concentrations of IFN-y (Fig. 
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2.1.b), TNF-a (Fig. 2.l.c) and IL-\ 0 (Fig. 2.l.d) were measured in unstimulated splenic cell 
cultures from OS-infected mice. 
2.4.2. Parasite-specifie Th! effector cells are activated during lethal and non-Iethal 
infection, but fail to produce IL-2 in response to anti-CD3 stimulation 
The functional state of purified C04+ T cells from infected mice was assessed at the 
moment of highest parasite burden, corresponding to peak parasitemia at days 9 and 10 
following infection with OK or OS parasites, respectively. Specific IL-2 production by C04+ 
T cells in response to stimulation with homologous PRBCs was measured during the two 
infections, and was shown to be significantly higher in mice with OS malaria (Fig. 2.2.a). 
Interestingly, in comparison with cells from uninfected mice, an important reduction in IL-2 
production in response to stimulation with anti-C03 mAb was measured in C04+ T cel1s 
from infected mice. The impaired IL-2 response was more pronounced during OK malaria 
(86 ± 8% compared with 64 ± 7% inhibition during OS infection) (Fig. 2.2.b). Independent of 
virulence, comparable specific IFN-y responses were detected when stimulating C04+ T cells 
from infected mice with PRBC (Fig. 2.2.c), as weil as following stimulation with anti-C03 
mAb (Fig. 2.2.d). 
2.4.3. The absolute numbers of activated TregN cells significantly increase during lethal 
infection but their depletion does not abrogate the lethality associated with DS parasites 
TregN cells have been shown to control exacerbated intlammatory responses during 
PbA infections (Nie et al., 2007). As the production of pro-intlammatory TNF-a and IFN-y 
was shown to be significantly up-regulated during OS infection, we investigated whether 
TregN cells preferentially expanded in mice with lethal malaria. A lymphocyte gate was 
created to determine the percentages and absolute numbers of FOXP3+ T cells within the 
splenic C04+ T cel! population in naïve and infected mice (Fig. 2.3.a and b). Compared with 
uninfected controls, higher absolute numbers of C04+FOXP3+ T cells were measured at peak 
infection with OS and OK parasites, and were shown to be particularly enhanced during OS 
infection at moderate parasitemia (17-21 %) (Fig. 2.3.c). The total number of C04+ T cells 
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increased during infection and tended to be higher in OK-infected mice (Fig. 2.3.d), in 
correlation with the enhanced splenomegaly observed during non-lethal infection. A 
significant expansion of C02S+C04+FOXP3+ T cells was measured during OS and OK 
infection (Fig. 2.3.e), and the total numbers of C069+C04+FOXP3+cells were significantly 
higher in mice infected with OS parasites (Fig. 2.3.f). 
We assessed the effect of the PC61 mAb on the kinetics of infection with the OS and 
OK strains. Two doses of antibody, administered one day prior to and one day after infection, 
eliminated more than 80% of C04+FOXP3+C02S+ cells in the infected mice and the effect 
was shown to persist until resolution of OK infection or until the attainment of peak OS 
infection (Fig. 2.4.a). Treatment with the depleting mAb led to a comparable and significant 
decrease in the absolute numbers of C04+FOXP3+ cells in infected mice (Fig. 2.4.b). At peak 
infection (eight days following treatment), more than 70% of C04+FOXP3+ T cells were 
eliminated in infected mice, whereas a 30% reduction was measured in uninfected animais. 
As expected, treatment with the anti-C02S mAb resulted in a significant drop in C04+C02S+ 
T celJ numbers in infected and naïve mice (Fig. 2.4.c). A significant drop (>79%) in the total 
numbers of C069+ TregN cells was measured in mice with lethal infections, whereas a 
marginal inhibitory effect was observed in OK-infected mice (Fig. 2A.d). 
The depletion of C02S+ T cells did not abrogate the virulence associated with PcaOS 
infection. In a first experiment, higher parasite burden and enhanced distress (Iethargy, 
ruffled fur and hypothermia) became apparent from day seven p.i. in the treated group of 
mice. Ali the animais were sacrificed at day eight p.i. due to severe morbidity, and peak 
parasitemia was higher in the group of depleted mice on the day of death (Fig. 2.S.a). In a 
second experiment, the parasite burden was higher in the group of depleted mice at day seven 
p.i. when ail these mice died, a day earlier than the control group (Fig. 2.S.b). The differences 
in parasitemia at day seven of infection with OS parasites were shown to be statistically 
significant between the treated and untreated groups (Fig. 2.S.c). In contrast, infections with 
non-Iethal OK parasites were characterised by a marginal decrease in peak parasitemia in a 
first experiment (Fig. 2.S.d) or remained unaffected by the treatment in a second experiment 
(Fig.2.S.e). 
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2.4.4. Pro-intlammatory responses are further enhanced in absence of TregN cens 
The expression of C069, an earJy activation marker of T cells, NK cells, B cells and 
other cells, was compared between controls and depleted infected mice. A significant 
increase in the absolute numbers of C04+FOXP3-C069+ T cells was measured at peak 
infection with lethal and non-Iethal parasites. In the absence of C025+ T cells, this number 
further increased in OK-infected mice, whereas a marginal drop occurred in OS-infected 
animais (Fig. 2.6.a). As expected, the treatment with the PC61 mAb led to a drop in the 
relatively low numbers of C04+FOXP3-C025+ T cells that increased during infection (Fig. 
2.6.b). The elimination of C025+ T cells did not affect the absolute numbers of C04-C069+ 
splenocytes, which remained high and comparable at peak OS and OK infections (Fig. 2.6c). 
As the PC61 mAb may deplete activated effector C04+ T cells that transiently express 
the C025 receptor, C04+ T cell effector responses (IL-2 and IFN-y) to PRBC and anti-C03 
stimulation were compared between control and depleted mice at peak infection. In the 
absence of C025+ T cells, parasite-specific IL-2 responses significantly increased in mice 
with OK infections, whereas they remained unchanged in OS-infected mice (Fig. 2.7.a). IL-2 
production in response to stimulation with the anti-C03 mAb marginally increased in mice 
depleted of CD25+ cells, and this treatment did not restore the impaired IL-2 response in 
infected mice (Fig. 2.7.b). Interestingly, elimination of C025+ cells resulted in a dramatic 
increa~e in IFN-y production by C04+ T ceUs from mice with OS infections (Fig. 2.7.c). In 
general, IFN-y responses tci TCR stimulation with the anti-C03 mAb were significantly 
enhanced in ail of the experimental groups in the absence of C025+ cells (Fig. 2.7d). These 
results contrasted with those measured when eliminating C025+ ceUs within the population 
of purified C04+ T cells by magnetic sorting, which resulted in a significant decrease in both 
IL-2 and IFN-y responses (data not shown). 
As pro-inflammatory cytokines are responsible for malaria disease (Clark et al., 2006), 
TNF-a., IFN-y and anti-inflammatory lL-[ 0 responses were compared between control and 
C025-depleted mice. C090· splenocytes and C04+ T ceUs were purified from infected mice 
at peak infection and were cultured for 72 h without further stimulation. In mice with OS 
infection, treatment with the PC61 mAb resulted in enhanced production ofTNF-a. and IFN-y 
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by CD90'celis from DS-infected mice (Fig. 2.S.a and b), and a comparable effect was 
observed for TNF-a in cells from naïve mice (Fig. 2.S.a). Low levels of IL-l 0 were detected 
in CD90' ceU cultures from infected mice, and were significantly enhanced in infected mice 
foJlowing the depletion of CD25+ T ceUs (Fig. 2.S.c). IFN-y production by CD4+ T cells 
significantly increased in naïve and infected mice (Fig. 2.S.d) and, surprisingly, IL- 10 
responses by CD4+ T cells were low (0-40 pglml) and remained comparable in treated and 
untreated mice (data not shown). 
2.4.5. Severe anaemia is generated duringlethaI infection and is enhanced in absence of 
TregN cells 
A final objective in our study concerned the characterisation of anaemia in mlce 
depleted of TregN cells, as it is partially consequent to the inhibitory effects of inflammatory 
cytokines on erythropoiesis (Clark et al., 2006). Severe anaemia was a hallmark of infection 
with lethal parasites and Hb values in DS-infected mice dropped below SO mg/ml at days 
seven and eight p.i. (Fig. 2.9.a), contrasting with the moderate anaemia during DK infection 
(Fig. 2.9b). Depletion of CD25+ T cells accelerated the onset of severe anaemia during lethal 
malaria, which became apparent at day six p.i. (Fig. 2.9.a). This treatment also significantly 
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Figure 2.1: The production of pro-inflammatory cytokines is enhanced during lethal 
Pca infection 
(a) Following i.p. injection of 105 PRBC, DS (lethal) strain infections (.) develop steadily, 
attaining high parasitemia and 100% mortality compared with DK (non-lethal) strain 
infections ( ... ) (n = S mice per group). Seventy-two hours unstimulated splenic cells culture 
supematants (4.106 cells/ml) from naïve, DS and DK-infected mice were assessed for IFN-y 
(b), TNF -CI. (c) and IL-I0 (d) content (pg/ml), by ELISA. Bars represent the average ± 
standard error of the mean (SEM) of Il individual mice per group. Statistical analysis was 
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Figure 2.2: Parasite-specifie TH! effector cells are activated during infection but fail to 
produce IL-2 in response to anti-CD3 stimulation 
CD4+ T cells from naïve and infected mice (peak infection) were purified by negative 
selection, and were stimulated (5.105 cells/well) for 24 h (IL-2) or 72 h (IFN-y) with 
homologous PRBC (60,000) or with anti-CD3 mAb (4 llg/ml), in the presence of syngeneic 
naïve peritoneal MP (2.104 cells/well). IL-2 (a, b) and IFN-y (c, d) levels were measured in 
24 and 72 h culture supematants from unstimulated and stimulated CD4+ T cells. Bars 
represent the average ± SEM of six individual mice per group. Statistical analysis was 
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Figure 2.4: Treatment with the PC61 mAb significantly eliminates the total numbers of 
activated TregN cells in naïve and infected mice 
Groups of seven mice received 500 Ilg of anti-mouse CD25 mAb by i.p. injection one day 
prior to and one day after infection. The absolute numbers of CD4+FOXP3+CD25+ (a), 
CD4+FOXP3+ (b), CD4+CD25+ (c) and CD4+FOXP3+CD69+ (d) cells were deterrnined at 
peak infection by flow cytometry, using a gate on lymphocytes. Bars represent the average ± 
SEM of seven individual mice per group. Statistical analysis was perforrned using a one way 
ANOVA and a Bartlett's test for equal variances. ***P<O.OO l, **P<O.O 1. 
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Figure 2.S: Depletion of TregN cells exacerbates the parasite burden in mice with lethal 
DS strain infection 
Mice received 500 Ilg of anti-mouse CD25 mAb by i.p. injection one day prior to and one 
day after infection. Parasitemia (percent of PRBC ±SEM) was measured daily starting from 
day three p.i. until peak parasite bw-den (DS), or until resolution of infection (DK). The 
progression of parasitemia in DS- (e; a, b) and DK- ( .. ; d, e) infected control (closed 
symbols) and depleted (opened symbols) mice was compared. (c) Peak parasitemia values at 
day 7 p.i. in mice from experiments a and b were grouped for analysis using a non-parametric 
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Figure 2.6: In vivo administration of the PC61 mAb decreases the total numbers of 
CD4+FOXP3-CD2S+ T cells but does not affect the numbers of activated CD4~OXP3­
CD69+ lymphocytes during infection 
Absolute numbers of CD4+FOXP3-CD69+ (a), CD4+FOXP3-CD2S+ (b) and CD4-CD69+ (c) 
splenocytes in control mice and in mice depleted of TregN cells prior to infection. Bars 
represent the average ± SEM of 10 individual mice per group. Statistical analysis was 
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Figure 2.7: Parasite specifie IL-2 and IFN-y responses by CD4+ T cells are restored in 
absence of TregN cells 
Seventy-two hours culture supematants of CD4+ T cell from naïve, DS and DK strain­
infected mice (5.105 cells/well) and naïve syngeneic MP (2.104 cells/well) were assessed for 
IL-2 (a, b) and IFN-y (c, d) content (pg/ml) following stimulation with 60,000 homologous 
PRBC (a, c) or anti-CD3 mAb (4 flg/ml) (b, d) by ELISA. Bars represent the average ± SEM 
of 6 individual mice per group. Statistical analysis was performed using a one way ANGYA 
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Figure 2.8: The production of pro-inflammatory TNF-0. and IFN-y is enhanced in the 
absence of TregN ceIls 
Concentrations of TNF-a (a), IFN-y (b, d) and IL-IO (c) in 72 h cultures of CD90­
splenocytes (a-c) or CD4+ T ceUs (d) from untreated (open bars) and TregN cell-depleted 
(closed bars) naïve and Pca-infected mice (peak infection). Similar concentrations of cel1s 
(4.106 cells/ml) were assessed for the CD90' and CD4+ populations. Bars represent the 
average ± SEM of 7 individual mice per group. Statistical analysis was performed using a one 
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Figure 2.9: Anaemia is exacerbated in absence of TregN cells 
The concentration of Rb in blood (mg/ml) was compared between control (closed symbols) 
and CD2S-depleted (opened symbols) mice during Pca DS strain (., a) and DK strain (.6., b) 
infection. Rb measurements with the Drabkin's reagent were taken immediately before 
administration of 105 PRBC, and every two days until attainment of peak parasite burden. 
Seven mice were included per group. Concentrations of Rb inferior to 80 mg/ml (dotted 
lines) were considered indicatives of severe anaemia. Statistical analysis was performed 
using a one way ANOVA and a Bartlett's test for equal variances. **P<O.Ol; *P<O.OS. 
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2.5. DISCUSSION 
In the present study, we show that the population of TregN cells significantly expands 
during lethaI PcaDS infections. In this malaria infection model, TregN cells contribute to 
down-regulation of the severe inflammatory response but fail to protect the mice from the 
development of lethal anaemia and death. 
Regulatory T cells participate in the attenuation of overwhelming inflammatory 
responses during infections with protozoa and helminths (Belkaid, Sun et Bouladoux, 2006). 
In BALB/c mice, resistant to PbA cerebral disease, the expansion of TregN cells has been 
shown to correlate with the control of pathogenic Th 1 responses (Nie et al., 2007). In 
contrast, detrimental effects have been associated with TregN cells in susceptible C57BL/6 
mice, for which the in vivo elimination of TregN cells prevents the development of cerebral 
disease and leads to an important reduction of parasite load in the vasculature and brain. 
Interestingly, although the inflammatory response (up-regulation of vascular adhesion 
molecules, the recruitment of leukocytes to the brain and the production of TNF-a and IL-6) 
is not modified in C57BLl6 mice deprived of TregN cells prior to infection, a significant drop 
in the recruitment of pathogenic CD8+ T cells to the brain is measured (Amante et al., 2007). 
Our data indicates an enhanced inflammatory response during DS infection which is 
accompanied by a significant increase in the number of activated TregN cells, and their 
elimination results in exacerbated inflammation, anaemia and bJood parasite burden. Our 
results with Pca parasites, as weil as those described during PbA and PyL infection reveal 
contrasting roles for TregN cells in d ifferent malaria models. Indeed, the detrimental versus 
beneficial functions attributed to TregN cells during malaria may depend on the pathology 
associated with the parasite species and strain (cerebral disease versus anaemia), the major 
histocompatibility complex (MHC) haplotype and genetic background of the host, as weil as 
the timing and magnitude of the counter-inflammatory responses induced. Malaria infections 
are characterised by systemic inflammation which is responsible for disease in humans and in 
experimental hosts (Schofield et Grau, 2005; Clark et al., 2006). As suggested by numerous 
studies in mice, an early inflammatory response is essentiaJ for the control of parasite 
multiplication (Stevenson et al., 1995; Mohan, Moulin et Stevenson, 1997; Mitchell et al., 
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2005). However, excessive inflammation is also a major contributor to cerebral pathology 
and haemolytic anaemia (Kurtzhals et al., 1998; Othoro et al., 1999), and thus counter­
regulatory mechanisms are required for its control. In this context, the ability to survive P. 
berghei K173 or PccAS infection correlates with the timing and magnitude of TGF-[3 
production and its inhibitory effect on TNF-a. release by immune cells (Omer et Riley, 1998; 
Omer, de Souza et Riley, 2003). IL-l 0 also plays a protective role in experimental models of 
cerebral malaria (Kossodo et al., 1997), and has been shown to be essential for the control of 
inflammation during Pcc infection (Linke et al., 1996). 
In contrast to the results described for the virulent PyL infection model (Hisaeda et a!., 
2004)we failed to detect inhibitory activities associated with TregN cells which could 
account for PcaDS virulence. Secretion of IL-2 by CD4+ T cells in response to PRBC was 
particularly enhanced during DS infection and, interestingly, independent of the infection. IL­
2 production in response to stimulation with anti-CD3 mAb was severely impaired in CD4+ T 
cells. This scenario remained unchanged in the absence of TregN ceUs, despite the fact that 
specific IL-2 responses to PRBC were significantly restored in CD4+ T cells from DK­
infected mice. In contrast, robust parasite-specific IFN-y responses were measured by CD4+ 
T ce lis in DS- and DK-infected animais, indicating comparable Th 1 effector responses. It is 
possible that the failure to produce lL-2 during infection may be consequent to a state of 
exhaustion in T cells. A comparable phenomenon has been described in chronic infections 
with the human immunodeficiency virus (HIV) and the simian immunodeficiency virus 
(SIV), in which CD8+ T ceUs expressing the programmed cel! death receptor programmed 
death 1 (PD-l) (a negative regulator of activated T cells), exhibit an "exhausted" phenotype, 
failing to produce IL-2 and proliferate (Day et a!., 2006; Petrovas et a!., 2007). 
The depletion of TregN cells had a major positive impact on the production of pro­
inflammatory cytokines during OS infection. Significantly higher TNF-a. and IFN-y 
responses were .induced in cells other than T cells, and IFN-y production by CD4+ T cells was 
further stimulated in vivo and in vitro in the absence of CD25+ T cells. Indeed, the expansion 
and activation of TregN cells cou Id represent a counter-regulatory response to exacerbated 
inflammation during lethal infection. Parasitemia becomes higher late in DS infection, 
whereas the total numbers of TregN cells have significantly expanded when the mice have 
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moderate parasite burdens. IL-IO production was significantly induced during lethal 
infection, as measured in splenic cell culture supernatants. The levels of this regulatory 
cytokine were relatively low in C090' cell culture supernatants from infected mice, and were 
greatly enhanced in the absence of TregN cells during infection. It is tempting to suggest that 
C08+ T cells, and not C04+ T cells, may represent an important source of IL-I 0 during 
PcaOS infection, as moderate levels of this cytokine (300-500 pglml) were detected in 
purified T cell cultures (data not shown). In early studies, C08+ T cells have been involved in 
the down-regulation of Iymphoproliferative responses to native or recombinant malaria 
antigens (Riley, lobe et Whittle, 1989; Mshana, McLean et Boulandi, ]990) and these cells 
are an important source of TGF-~ during blood-stage infection (Omer, de Souza et Riley, 
2003). The discrepancies between our results with total splenic cells, C090' and CD4+ cell 
cultures suggest that other cells besides C04+ T cells and C090' splenocytes are responsible 
for the high IL-I 0 response measured during lethal infection. 
An obvious detrimental effect consequent to the depletion of TregN cells was the 
exacerbation of severe anaemia, which might explain the enhanced morbidity observed in 
OS-infected mice prior to attainment of peak parasitemia. Our results also illustrate the 
incapacity of the enhanced inflammatory response to control parasite multiplication, which 
was further enhanced during lethal infection. In addition, our data strongly suggest that the 
lL-] 0 response induced during lethal OS infection is not sufficient to control the 
inflammation and pathology generated. 
An alternative hypothesis for the contrasting effect of TregN cell depletion in PyL and 
PcaOS infections may rely on the nature of the protective responses required to control 
parasite burden. Ouring PyL infections TregN cells cou Id exert their detrimental effects by 
suppressing B cell-dependent antibody production, which has been shown to be essential for 
the control of Py parasites (Roberts and Weidanz, 1979). In a study developed by Lim et al. 
(Lim et al., 2005), a direct suppressive effect of TregN cells on B cells was suggested. 
Eddahri et al. (Eddahri et al., 2006) proposed an indirect mechanism of action mediated by 
the suppression of the T helper cell activity required to generate antibodies and blocked by 
TGF-~ neutralising antibodies. 
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That additional factors may participate in Plasmodium virulence has been underlined 
by several studies such as the one developed by Fahey and Spitalny (Fahey et Spitalny, 1987) 
in which the lethality of PyYM parasites was associated with rapid parasite growth and the 
consequent failure of the immune system to cope with the infection. In line with this 
assumption, independent studies by Falanga and Pereira da Silva (Falanga et Pereira da Silva, 
1989) and Yap and Stevenson (Yap et Stevenson, J994) have demonstrated the rescue of 
Plasmodium-infected mice by blood transfusion, which allowed the development of 
protective immunity. lndeed, a rapid parasite multiplication rate, the anaemia resulting from 
the destruction of PRBC by the parasite, as weil as from the inhibitory effects that 
inflammatory cytokines have on erythropoiesis, may ail contribute to malaria lethality. 
We remain cautious with respect to the nature of the population of FOXP3+ cells 
expanding during Pca infection, as in humans transient expression of FOXP3+ has been 
described in activated T cells, which also adopt suppressive phenotypes (Walker et al., 2003; 
Pillai et al., 2007). Significantly marked T cell activation, measured as increased numbers of 
CD4+FOXP3-CD2S+ T cells, was observed during lethal infection, correlating with the 
absolute numbers of CD4+FOXP3+CD69+ T cells. Thus, the possibility that activated mouse 
effector T cel1s express FOXP3 to transiently down-regulate exacerbated effector responses 
cannot be excluded. 
Future work will focus on the identification of the parasite factors responsible for 
uncontrol1ed inflammation during lethal DS infections. A delicate balance is required to cope 
with rapid parasite multiplication rates, which is initially under the control of the pro­
inflammatory environment relying on phagocytes and NK cells (Urban, lng et Stevenson, 
200S). A complex pattern of interactions participate in the pathology associated with 
Plasmodium infections, and dissecting the factors and mechanisms involved remains an 
important and chal1enging task for the scientific community addressing malaria. 
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3.1. AB8TRACT 
The outcome of malarial anaemia is determined by a complex interplay between pro­
inflammatory and anti-inflammatory cytokines; its severity associated with accumulation of 
HZ in MP, elevated IL-IO responses and impaired lL-12 production. Although free heme 
contributes to malarial anaemia by inducing oxidative damage of RBC and enhancing their 
clearance by phagocytes, its impact on IL-12/IL-IO interactions has not been fully 
characterized. Herein, the effect of HE on IL-12 and IL-IO responses was studied in murine 
bone marrow-derived macrophages (BMDM) and compared with synthetic HZ. Our data 
reveal that HE induces modest inhibition of IL-12p70 responses to LPS whereas HZ 
significantly impairs IL-12p70 responses to IFNy/LPS through down-regulation of IL-12p35 
and p40 gene expression. Although ROS are generated after short-term exposure to HE and 
HZ, prolonged exposure to these iron protoporphyrins has opposite effects on the cellular 
redox status, HE being the only compound able to promote persistent ROS production. 
Accordingly, the inhibitory effect of HE on IL- J2p70 seems sustained by redox-dependent 
induction ofIL-1 0 and is partially controlled by the p38 MA PK signalling pathway. Indeed, 
treatment with NAC or with the p38 MAPK inhibitor SB203580 inhibits IL-IO responses and 
significantly restores IL-12p70 responses to IFNy/LPS in HE-conditioned BMDM. Our 
resuIts suggest that oxidant stress induced by free heme may potentially contribute to 
sustained production of IL-l 0 and down-regu lation ofIL-12 responses in malaria. 
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3.2. INTRODUCTION 
Dysfunctional erythropoiesis is frequently observed in inflammatory disorders such as 
rheumatoid arthritis, inflammatory bowel disease and cancer (Caro et al., 2001; Han et al., 
2007; Nikolaisen, Figenschau et Nossent, 2008; Bergamaschi et al., 2009). In this context, 
the systemic inflammation triggered by Plasmodium parasites has been shown to inhibit 
erythropoiesis in response to anaemia. Circulating levels ofTNF-a and IFN-y are elevated in 
humans with severe malarial anaemia (Othoro et al., 1999; Ageely, Dawoud et Heiba, 2008) 
and these cytokines impair the responsiveness of erythroid precursors to erythropoietin or 
promote their apoptosis (Felli et al., 2005; Buck et al., 2008). 
IL-12 is a cytokine required for the generation of Th 1 responses and for parasite 
clearance (Stevenson et al., 1995; Yoshimoto et al., 1998). In addition, IL-12 promotes the 
differentiation and growth of erythroid precursors in vivo and in vitro (Dybedal, Larsen et 
Jacobsen, 1995; Jacobsen et al., 1996), which seems relevant for the control of malaria.! 
anaemia, as low levels of IL-12 correlate with anaemia severity in humans (Luty et al., 2000; 
Perkins, Weinberg et Kremsner, 2000; Chaisavaneeyakorn et al., 2003; Chaiyaroj et al., 
2004). 
HZ, a bio-crystal of Hb-derived heme (Fe2 + protoporphyrin) and the most studied 
player in malarial inflammation, is known to persist in tissues for several months following 
parasite clearance (MacCaJlum, 1969; Levesque, Sullivan et Meshnick, 1999). HZ 
contributes to the severity of anaemia as it impairs IL-12 responses by enhancing secretion of 
anti-inflammatory IL-IO (Keller et al., 2006), and stimulates TNF-a production in MP and 
monocytes (Prada et al., 1995; Sherry et al., 1995; Nti et al., 2005; Prato et al., 2005). 
Recently, justified attention has been given to free Hb and heme in ma.laria pathology 
(Ferreira et al., 2008; Pamplona et al., 2009; Seixas et al., 2009). These two iron containing 
compounds are released during infection and in conditions of oxidative stress and high 
haemolysis as in malaria, free Hb oxidizes to metHb, liberating its prosthetic groups and 
further generating free heme (Jeney et al., 2002). In patients suffering from severe malaria, 
free metHb levels are 2-3 time higher than those found in uninfected controls (Anstey et al., 
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1996; Uko, Udoh et Etukudoh, 2003). Pamplona et al. also revealed that, in Pba infected 
mice C57BL/6, free HE increased from 0,5 /lM to 10 /lM (Pamplona et al., 2007). These 
results were corroborated in human where total HE in serum rose to 50 /lM in patients 
suffering from severe malaria. In parallel, uninfected control showed only 7 /lM of HE in 
serum (Andrade et al.). Free heme is a highly hydrophobie molecule that induces oxidative 
damage of non-infected and infected RBC membranes and enhances their removal by 
phagocytes, thus contributing to anaemia (Chiu, Kuypers et Lubin, 1989; Hebbel et Eaton, 
1989; Gatidis, Foller et Lang, 2009). 
ln order to evaluate a possible contribution for free heme in cytokine-induced malarial 
dyserythropoiesis, we investigated the effect of exposure to hemin (HE) on IL-12 and IL-10 
responses as weIl as on the redox status of murine BMDM. We hypothesized that HE, a 
potent oxidant, impairs IL-12p40 responses and enhances IL-IO responses in MP through 
oxidative stress. The effect of HZ was assessed in parai lei since initial interaction with HZ is 
known to trigger the release of chemokines and pro-inflammatory cytokines in MP partially 
through redox-dependent signalling (JaramiJlo, Godbout et Olivier, 2005). Our data reveal 
that free heme down-regulates IL-12 responses through redox/p38 MAPK-dependent 
induction of IL-I 0, which contrasts with the inhibitory effects that HZ has both on IL-12 and 
IL-IO secretion. 
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3.3. MATERIALS AND METHODS 
3.3.1. Chemicals 
Ali chemicals including HE chloride (Fluka) and LPS (Escherichia coli, serotype 
0111 :B4) were purchased from Sigma Aldrich (Canada). SB203580 (4-(4-Fluorophenyl)-2­
(4-methylsulfinyl phenyl)-5-(4-pyridyl)-1 H-imidazole) was purchased from Cell Signalling 
(USA). 
3.3.2. Preparation of syntbetic HZ 
Synthetic HZ was prepared as previously described (Jaramillo et al., 2009; Shio et al., 
2009) using high purity chemical reagents (>99% purity). Briefiy, 0.8 mmol HE (Fluka) was 
dissolved in degassed NaOH (0.1 M) for 30 min with mild stirring, and the pH was adjusted 
to four by drop-wise addition of propionic acid. The mixture was allowed to anneal at 70 oC 
for 18 h and washed three times with NaHC03 (0.1 M) for 3 h, after which it was washed 
with MetOH. All washes were alternated with distilled H20. The sample was finally dried in 
a vacuum oven overnight over phosphorous pentoxide. Ail synthetic HZ sampIes were 
analyzed by X-ray powder diffraction, field emission gun scanning electron microscopy, and 
infra-red spectroscopy to characterize the crystalline state of HZ, and their purity was 
assessed by elemental analysis as previously reported (Jaramillo et al., 2009; Shio et al., 
2009). 
3.3.3. Preparation of BMDM 
Femoral marrows from 4 to 6 weeks old female BALB/c mice (Charles River 
Laboratories, Canada) were fiushed and cells were plated at 1.106 cells/ml in culture Petri 
dishes (Saarstedt, Canada) using DMEM supplemented with 10% FBS, 1% HEPES, 
penicillin and streptomycin as culture medium (Invitrogen, Canada). The cells were 
differentiated with 50% mouse L929 fibroblast cell line culture supernatant as a source for 
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macrophage-colony stimulating factor. Following a six day culture, non-adherent cells were 
removed and adherent cells (BMDM) were recovered by detachment with a rubber 
policeman, after which the cells were washed twice with PBS (Invitrogen, Canada). Analysis 
of the cell preparation by flow cytometry revealed >95% CD II b+ F4/80+ cells (data not 
shown). Ali mice used in this study were housed and handled in accordance with procedures 
approved by the Animal Care Committee of the University of Quebec in Montreal (protocol 
562-R3-05 10). 
3.3.4. Reactive oxygen species measurement 
BMDM suspensions were treated with HE or HZ (12.5,25 and 50 /lglml) for 4 or 18 h. 
The cells were recovered and labelled with 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2­
DCFDA, Molecular Probe, Invitrogen, Canada) (100 /lM) for 30 min at 37 oC, and the mean 
cellular fluorescence was measured in a FACscan cytofluorometer. 
3.3.5. Determination of intracellular glutathione/glutathione disulphide (GSH/GSSG) 
ratios 
BMDM were plated at 2.106 cells/ml in complete Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI) 1640 media in 24-well plates (Sarstedt, Canada) and were treated with HE or HZ (25 
/lglml) for 18 h. Supernatants were removed and the cells were rinsed with PBS prior to 
direct sonication in cold MES buffer (0.2 M 2-(N-morpholino) ethanesulphonic acid, 50 mM 
phosphate and 1 mM EDTA, pH 6.0). The cell homogenate was recovered and centrifuged 
and the particle clear supernatant was deproteinated by addition of equal volumes of 10% 
metaphosphoric acid. Fifty microliters ofTEAM (4 M solution oftriethanolamine) was added 
per milliliter of sample and the mixture was vortexed immediately. For GSSG determination, 
derivatization of GSH was effectuated with 2-vinylpyridine. Total GSH and GSSG in 
samples were then assessed with the Glutathione determination kit (Cayman Chemicals, 
USA). 
119 
3.3.6. SDS---PAGE and Western blot analysis ofRO-l, p38 MAPK and MAPKAPK-2 
For detection of HO-l, 1.106 BMOM/well (six-weil plates, Saarstedt, Canada) were 
treated with HE or HZ for 6 h (12.5-50 ~glml) or 18 h (25 ~glml) after which the cells were 
directly lyzed in 200 ~l of Laemli buffer (Bio-Rad). Equal volumes of Iysate were loaded 
ante 12% polyacrylamide gels for sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SOS-PAGE). Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes 
(Hybond-C; Amersham Biosciences), after which the membranes were blocked overnight in 
SuperBlotto (Pierce Chemical Co., USA). Anti-HO-I rabbit antibody (Assay 
Designs/Stressgen Bioreagents, USA) was used at 1 ~glml in Tris-buffered saline/Tween 20 
for 2 h after which membranes were washed and further incubated with biotinylated anti­
rabbit polyclonal antibody (Sigma). Membranes were then washed prior to the addition of 
substrate. 
For analyses of p38 MAPK and MAP kinase-activated protein kinase 2 (MAPKAPK­
2), BMOM were treated for 18 h with HE or Hz (25 ~glml), after which recombinant IFN-y 
(100 Ulml; Cedarlane, Canada) was added 15 min prior to stimulation with LPS (50 nglml). 
In parallel, BMDM were treated 1 h with the p38 MAPK inhibitor SB203580 (1 ~M) prior to 
stimulation. At 0, 30 and 60 min post-stimulation, the cells were washed twice with cold PBS 
(Invitrogen, Canada) and Iysed in 40 mM Tris-HCI (pH 6.8), 275 mM NaCI, 20% glycerol 
(v/v), 2% IGEPAL (Sigma Aldrich, Canada), J mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 20 
~glml aprotinin, 20 ~glml leupeptin, 2 mM Na]V04 and 50 mM NaF for 30 min on ice. The 
cell lysates were centrifuged (10,000 g, 15 min) and supernatant protein concentrations were 
quantified with the DC protein assay (Bio-Rad, Canada). About 20-60 ~g proteins/lane were 
separated by SOS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes, and membranes were 
blocked as described above. Anti-p38, anti-phospho p38, anti-MAPKAPK-2 and anti­
phospho MAPKAPK-2 antibodies (Cel! Signaling Techno!ogy) were used following the 
manufacturer's instructions. Membranes were washed and incubated with anti-rabbit IgG 
horseradish peroxidase-conjugated antibody (Sigma). Reactions were carried out with 
SuperSignal West pico chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). As controls for 
loading, anti-~-actin (Biolegend) was used in combination with an anti-mouse Ig biotinylated 
polyclonal antibody (Amersham Biosciences) and a Streptavidin horseradish peroxidase 
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conjugate (GE Healthcare). Relative expression levels of HO-I were normalized with respect 
to p-actin by densitometry. 
3.3.7. Induction ofIL-12p40, IL-12p70 and IL-IO 
BMDM were seeded at a density of 5.105 ceJls/wel1 in a 96-well plate in complete 
medium (Invitrogen), and were treated with HE or HZ (25 !J.g/ml) for 18 h. Secretion of IL­
12p40, IL-12p70 and IL-IO was induced by stimulation with LPS (50 ng/ml; Sigma Aldrich) 
or recombinant murine IFN-y (100 U/ml; Cederlane) 15 min prior to addition of LPS. IL­
12p70, IL-12p40 and IL-IO levels in culture supernatants were determined 24 h later using 
the ELISA kits BD OpTEIA set mouse IL-12 (p70), and mou se IL-I0 (BD Biosciences) and 
ELISA MAXTM Set Deluxe Mouse IL-12p40 (BioLegend). In sorne experiments, BMDM 
were treated with 1 !J.g/ml anti-IL-IO mAb or control isotype antibody (Bio-Legend), NAC 
(0.25 mM, Sigma Aldrich), or 1 !J.M p38 MA PK inhibitor (SB203580, Cel! Signalling) 1 h 
prior to stimulation. 
3.3.8. Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
Total ribonucleic acid (RNA) was extracted from cel!s using TriZol (Invitrogen) 
according to the manufacturer's instructions. RT reactions were carried out with an 
Omniscript RT kit (Qiagen, Canada). The PCR amplifications were conducted with a Taq 
PCR core kit (Qiagen) usmg specifie pnmers. IL-12p35 F: 50­
AAGCTCTGCATCCTGCTTCAC-30, R: 50-GATAGCCCATCACCCTGTTGA-30. IL­
12p40, F: 50-CTCGCAGCAAAGCAAGGTAAG-30, R: 50-CTGAATCTGGACAGCC 
TCTAGATG-30. GAPDH F: 50-GGAGATTGTTGCCATCAACGA-30; R: 50­
TGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG-30. Each primer was designed in distinct exons to ensure 
specifie transcript amplifications. Amplifications were carried out for 40 cycles with 
incubation for 1 min at 94 oC, 30 s at 58 oC and 1 min at 72 oc. Amplification products were 
resolved in a 2% agarose gel with ethidium bromide revelation. Relative expression of IL­
12p35 and IL-12p40 was determined by densitometry. 
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3.3.9. Statistical analyses 
Data was analyzed with GraphPad Prism software, usmg ANOVA for group 
comparison. Values represent the mean ± SEM of four independent experiments. A P value S 
0.05 was considered significant. 
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3.4.RESULTS 
3.4.1. HE impairs IL-12p70 responses in BMDM through downregulation ofIL-12p35 
and IL-12p40 gene expression 
To characterize the possible contributions of free heme on the down-regulation of IL­
12, we evaluated the capacity of HE (Fe3 + protoporphyrin monomer) to modulate the 
secretion of IL-12p70. For this, BMOM were conditioned with 25 Ilg/ml of HE, a 
concentration considered comparable with the level of Hb-derived heme released during mild 
Plasmodium infection (Sherry et al., 1995; Sullivan, Ittarat et Meshnick, 1996). Eighteen 
hours later, the cells were stimulated with LPS or IFN-y/LPS for 24 h after which IL-12p70 
content was assessed in culture supernatants by ELISA. 
In six independent experiments, HE had modest inhibitory effects on IL-12p70 
responses to LPS (Fig. 3.I.A; P < 0.05) but significantly inhibited its secretion in response to 
IFN-y/LPS (Fig. 3.1.B; P < 0.001). In contrast, exposure to HZ resulted in impaired IL-12p70 
responses to both LPS (Fig. 3.1.A; P < 0.01) and IFN-y/LPS (Fig. 3.I.B; P < 0.001). 
Since biologically active IL-12p70 is formed from a 35 kOa (IL-12p35) and a 40 kDa 
(IL-12p40) subunit, we assessed the effect of HE on IL-12p40 secretion (as homodimer and 
heterodimer). In response to LPS stimu lation, inhibition of IL-12p40 secretion was induced 
by HE (Fig. 3.I.C; P < 0.001), an effect that was also caused by HZ (Fig. 3.I.C; P < 0.001). 
Comparable modest inhibition was induced by HE and HZ on IL-12p40 responses to IFN­
y/LPS (Fig. 3.1.0; P < 0.01 and P < 0.05, respectively). Comparable effects were measured 
in response to stimulation with the TLR2 agonist Pam3Cys4 (data not shown). The effects of 
HE or HZ on IL-12p70 responses were sustained for more than 72 h and were induced after 2 
h treatment with the protoporphyrins (data not shown). 
As IL-12p70 and not IL-12p40 secretion was significantly affected by HE, IL-12p40 
and IL-12p35 gene expression were studied by RT-PCR (Fig. 3.2). No apparent effect was 
revealed on IL-12p40 gene expression by RT-PCR in two independent experiments of which 
a representative result is shown in Fig. 3.2.A. Although IL-12p35 mRNA remained 
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undetectable in resting BMDM, comparable levels of induction were measured for control, 
HE- and HZ-conditioned cells in response to LPS stimulation (Fig. 3.2.A). Differences in IL­
l2p40 and IL-12p35 gene expression with respect to control BMDM became apparent in 
response to IFN-y/LPS, for which comparable inhibition was induced by HE and HZ on both 
IL-12p40 (Fig. 3.2.B) and IL-12p35 mRNA expression (Fig. 3.2.C). Altogether, these results 
indicate that, similar to HZ, HE significantly down-regulates IL-12p40 and IL-12p35 gene 
expression and consequently IL-12p70 secretion. 
3.4.2. HE inhibits IL-12p70 responses through an IL-IO-dependent mechanism 
IL-lOis a primary physiological inhibitor of IL-12. Importantly, the intracellular redox 
status of antigen presenting cells seems to influence in an IL-IO-dependent manner their 
capacity to produce IL-12 as low levels of reduced GSH down-regu late IL-12 production and 
enhance IL-I 0 responses (Murata, Shimamura et Hamuro, 2002). Based on this information 
we determined the effects of HE and HZ on IL-I 0 secretion. 
In BMDM, exposure to HE increased IL-IO secretion both in response to LPS and 
IFN-y/LPS (Fig. 3.3; P < 0.01), whereas production of this anti-inflammatory cytokine was 
significantly impaired in HZ-conditioned BMDM (Fig. 3.3; P < 0.01 and P < 0.05, for LPS 
and IFN-y/LPS stimulation, respectively). Overall, IFN-y efficiently reduced IL-IO secretion 
in control BMDM and HZ-conditioned BMDM (Fig. 3.3; P < 0.001), an effect that was 
absent in HE-conditioned BMDM (Fig. 3.3). In the absence of TLR stimulation, IFN-y did 
not induce IL-12p40 or IL-12p70 secretion. 
In order to confirm a possible link between enhanced IL-IO responses and the down­
regulation of IL-12p70 responses in HE-conditioned cells, BMDM were treated with anti-IL­
10 neutralizing mAb or control isotype mAb 1 h prior to stimulation. Although IL- 10 
neutralization significantly enhanced IL-12p70 responses to LPS in control BMDM (Fig. 
3.4.A, P < 0.05) it did not modify the response in HE-treated BMDM nor in HZ-treated cells 
(Fig. 3.4.A). In contrast, neutralization of IL-IO had a major positive impact on IL-12p70 
responses to IFN-y/LPS in HE-conditioned BMDM (Fig. 3.4.B; P < 0.001) but did not 
improve these responses in control or HZ-conditioned BMDM (Fig. 3.4.B). 
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3.4.3. Prolonged exposure to HE induces ROS and decreases GSHiGSSG ratios on 
BMDM 
HE is a potent inducer of HO-I (Lang et al., 2005; Desbuards et al., 2007; Lakkisto et 
al., 2009), an enzyme that attenuates several pathologies of an intlammatory nature 
(Desbuards et al., 2007; Zhen-Wei et al., 2007; Kubulus et al., 2008), and restores cellular 
redox balance (Wu et al., 2008; Brunt et al., 2009). [n order to evaluate the capacity of 
BMDM to control HE-induced oxidant stress, intracellular levels of ROS were determined in 
BMDM treated for 4 and 18 h with HE. As HZ has been shown to modulate chemokine and 
cytokine responses in macrophages partially through redox-dependent stress (Jaramillo, 
Godbout et Olivier, 2005), BMDM were also treated with HZ for comparative purposes. 
Levels of ROS were first analyzed in H2-DCFDA-tabelled BMDM after a 4 h 
treatment with 12.5-50 ~glml of HE or HZ, and the mean channel fluorescence was 
measured by tlow cytometry. At 12.5-50 ~glml, HE induced important levels of ROS 
compared with control BMDM (Fig. 3.5.A, P < 0.001). Exposure to HZ also induced ROS 
(Fig. 3.5.A, P < 0.001), but the effects were significantly lower than those conferred by HE 
(Fig. 3.5.A; P < 0.001). 
ROS levels were also measured in BMDM conditioned with HE or HZ for 18 h. 
Relative to the 4 h treatment, ROS sharply decreased in HE-conditioned cells, but remained 
significantly higher than in control BMDM (Fig. 3.5.B; P < 0.01 for 12.5 /lglml and P < 
0.001 for 25 and 50 /lg/ml). In contrast, after 18 h treatment, exposure to HZ decreased 
intracellular ROS to levels below those measured in control cells (Fig. 3.5.B; P < 0.001). The 
inhibitory effect of HZ on ROS levels became apparent after 5 h of treatment and was 
sustained for more than 48 h (data not shown). 
Total GSH and intracellular GSH/GSSG ratios were also determined in BMDM treated 
with HE or HZ for 18 h (Fig. 3.6). Although HE failed to modify total GSH or reduced GSH 
concentrations, their levels were significantly elevated in HZ-conditioned cells (Fig. 3.6.A, 
B; P < 0.001 and P < 0.05, respectively). [n contrast, the concentrations of GSSG increased 
in HE-conditioned BMDM (Fig. 3.6.C; P < 0.001) but were not affected by HZ. In 
accordance with the ROS response measured at 18 h post-treatment with HE, GSH/GSSG 
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ratios were significantly decreased in these cells (Fig. 3.6.D; P < 0.001), whereas elevated 
GSH/GSSG ratios were measured in HZ-conditioned BMDM (Fig. 3.6.0; P < 0.001). 
As mentioned previously, HE is a known inducer of HO-l, the enzyme that catalyzes 
the cleavage of the protoporphyrin ring, generating CO, biliverdin and free iron (Fe2+) 
(Otterbein et Choi, 2000). Biliverdin is further converted to bilirubin by biliverdin reductase 
whereas Fe2 + induces up-regulation of iron-binding ferritin and iron exclusion (Bach, 2005). 
Importantly, these products contribute to the control of inflammation through various 
mechanisms including IL-l 0 up-regulation (Otterbein et al., 2000; Otterbein et Choi, 2000). 
In BMOM, 6 h exposure to HE promoted dose-dependent induction of HO-l protein 
expression (Fig. 3.7.A). At 25 flg/ml, the effect was significant in three independent 
experiments (Fig. 3.7.C, P < 0.01). Six hours exposure to HZ also induced HO-I expression 
in a dose-dependent manner, but as with the ROS response, the effect was milder compared 
with HE. Following 18 h exposure, HO-l protein levels were relatively higher only in 
BMDM conditioned with 25 flg/ml of HE although the differences with respect to BMDM 
were not statistically significant (Fig. 3.7.C). 
3.4.4. NAC reverts the inhibitory effect of HE on IL-12p70 responses 
We hypothesized that the down-regulation of IL-12p70 responses to IFN-y/LPS in HE­
conditioned BMOM was concurrent to redox-dependent induction of IL-l O. We therefore 
evaluated whether treatment with the GSH precursor NAC reverted the IL-] 2p70 inhibition 
in HE-treated BMOM (Fig. 3.8). Interestingly, as with IL-I0 neutralization, treatment with 
NAC enhanced IL- J2p70 responses in control BMDM (Fig. 3.8.A; P < 0.05), but did not 
revert the inhibitory effects of HE nor HZ on IL-12p70 response to LPS (Fig. 3.8.A). 
However, NAC restored IL-12p70 response to IFN-y/LPS in HE-conditioned BMDM (Fig. 
3.8.B; P < 0.001) whereas it did not modify the responses in HZ-conditioned BMDM. 
Treatment with NAC did not affect IL-l 0 responses to LPS in any of the groups (Fig. 3.8.C), 
but it significant1y decreased IL- J0 responses to IFN-y/LPS in HE-conditioned BMOM (Fig. 
3.8.D; P < 0.001). Altogether these results suggest that, albeit inducing HO-l expression, 
exposure to HE increases ROS and decreases intracellular GSH/GSSG ratios, and that these 
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effects are associated with up-regulation of IL-I 0 secretion and concomitant inhibition ofIL­
12p70 responses. 
3.4.5. Inhibition of p38 MAPK restores IL-12p70 responses to IFNylLPS in HE­
conditioned BMDM 
MKK3-deficient MP are deficient in IL-12p40/IL-12p35 responses, suggesting a 
pivotai l'ole for the MKK3/p38 MAPK pathway in IL-12p70 production (Lu et al., 1999). As 
IL-12p40 responses in human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) are enhanced by 
the p38 MAPK selective inhibitor S8203580 «10 ~tM range) (Marriott, Clarke et Dalgleish, 
2001), it has been suggested that LPS activation of p38 MAPK may have a dual impact on 
IL-12 (Salmon et al., 2001). Indeed by interfering with IL-IO production, inhibition of p38 
MAPK may stimulate IL-12 secretion in conditions associated with robust IL-I 0 responses 
(Salmon et al., 2001). The stimulatory effect of SB203580 on IL-12 is obvious at 
concentrations lower than 5 ~M, and correlates in a dose-dependent manner with drops in IL­
10 levels (Salmon et al., 2001). Based on this information, we evaluated whether SB203580 
could rescue IL-12p70 responses in HE-conditioned BMDM. As high concentrations of 
SB203580 may affect kinases other than p38 MAPK (Lee et al., 1999; Lali et al., 2000), a 1 
~M concentration of inhibitor was used. When assessed at the 1 ~M concentration, 
SB203580 decreased in a reproducible manner IL-IO secretion in control BMDM without 
compromising the IL-12p70 response (data not shown). When used 1 h prior to IFN-y/LPS 
stimulation, 1 ~M of SB203580 reduced more than 50% phosphorylation of MAPKAPK-2, 
which is a specifie downstream substrate of p38 MAPK (Fig. 3.9). 
Pre-treatment with SB203580 significantly increased IL-12p70 responses to LPS 10 
both control BMDM and HE-conditioned BMDM (Fig. 3.10.A; P < 0.001). However, 
SB203580 rather accentuated the deficiency induced by HE with respect to control BMDM 
treated with the inhibitor (Fig. 3.10.A; P < 0.001), whereas it did not affect IL-12p70 
responses to LPS in HZ-conditioned BMDM. In contrast, inhibition of the p38 MAPK 
enhanced IL-12p70 responses to IFN-y/LPS in HE-conditioned BMDM (Fig. 3.10.B; P < 
0.05) abrogating the relative inhibitory effects of HE, whereas it further impaired those 
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responses in HZ-treated BMDM (Fig. 3.1 O.B). In parallel, SB203580 significantly reduced 
IL-IO responses to LPS in ail groups (Fig. 3.10.C; P < 0.001), and had only a significant 
negative effect on IL-1 0 responses to IFN-y/LPS in HE-conditioned BMDM (Fig. 3.1 O.D; P 
< 0.001). 
Figure 3.1: HE has a major negative impact on IL-12p70 responses to IFN-yILPS which 
is unrelated to dowo-regulation ofIL-12p40 secretion 
BMDM (1.105 cells/well) were cultured in 96-well culture plates in the presence of HE or HZ 
(25 J.lglml) for 18 h and stimulated with LPS (50 ng/ml) (A, C) or with IFN-y (100 units/ml) 
15 min prior to LPS treatment for 24 h (B, 0). Culture supernatants were assessed for IL­
12p70 and IL-12p40 content by ELISA. Error bars represent mean ± SEM of 6 independent 
experiments. Cytokine concentrations were compared with a one-way ANOVA; percentages 







Ctrl Hz HE Ctrl Hz HE Ctrl Hz HE 
No stimulation	 lPS lFNV/lPS 
C.B. IL-12p40	 IL-12p35 
1.5	 1.5 
a	 L()c	 c ~ 0	 (") 0Cl.. .-	 Cl.. - ­
1 CI)	 1 CI) 




---l	 ---l 40 33Cl..	 Cl.. 
X X
 Q) (l) (l)
~	 >
:.+=l Q)	 60 60 :.+=l (l)eu	 c 0.5 cu c 0.5 






Ctrl Hz HE	 Ctrl Hz HE 
Figure 3.2: HE and HZ down regulate IL-12p35 and IL-12p40 gene expression in 
response to IFN-yILPS stimulation 
(A) Control (Ctrl), HE and HZ-conditioned BMDM (3.106 cells/weIl) were stimulated for 6 h 
with LPS (50 ng/ml)or pre-stimulated 15 min with IFN-y (l00 units/ml) prior to addition of 
LPS. Total RNA was isolated from the cells and the levels of IL-12p35, IL-12p40 and 
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GADPH) transclipts were determined by semi­
quantitative RT-PCR as described in the Materials and Methods section. Relative expression 
levels of IL-12p40 (B) and IL-12p35 (C) in HE- and HZ-conditioned BMDM (25 flg/ml, 18 
h) stimulated with IFN-y/LPS are expressed as mean ± SEM of three independent 
experiments. The percentages of inhibition in gene expression relative to controls are 
indicated by underlined numbers. 
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Figure 3.3: IL-IO secretion in HE-conditioned BMDM is refractory to the inhibitory 
effects of IFN-y 
BMDM (1.105 cells/well) remained untreated (Ctrl) or were cultured in the presence of HE or 
HZ (25 )..tg/ml) for 18 h after which the ceJJs were stimulated with LPS (50 ng/ml) or primed 
with IFNy (100 units/ml) 15 min prior to LPS treatment. Twenty-four hours culture 
supernatants were harvested and assessed for [L-I 0 by ELISA. Error bars represent mean ± 
SEM of four independent experiments. IL-IO concentrations in culture supernatants were 
compared with a one-way ANOV A. Percentages of IL-l 0 inhibition induced by IFN-y and 
percentages of inhibition with respect to control BMDM are indicated by underlined 
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Figure 3.4: Neutralization of IL-IO restores IL-12p70 responses to IFNylLPS in HE­
conditioned BMDM 
BMDM (1.1 05 cells/well) remained untreated (Ctrl) or were cultured in the presence of HE or 
HZ (2S flg/ml) for 18 h and stimulated with LPS (SOng/mi) (A) or with IFN-y (100 units/ml) 
for 1S min prior to LPS stimulation (B). Anti-IL-IO neutralizing mAb or control isotype 
antibody (1 /-lg/ml) was added to the culture medium 1 h before stimulation and 24 h culture 
supematants were assessed for IL-12p70 content by ELISA. Error bars represent mean ± 
SEM of four independent experiments. Percentages of inhibition with respect to controls are 
indicated by underlined numbers, and the effect of anti-IL-I0 treatment on IL-12p70 






























Figure 3.5: ROS are generated after short-term and long-term exposure to HE 
BMDM (1.106 cells/well) were incubated for 4 h (A) or 18 h (B) with HE or HZ (12.5-50 
Ilglml) and then treated with HrDCFDA for estimation of ratios of mean channel 
fluorescence intensity with respect to control BMDM. Values were compared by one-way 
ANOVA ***P<0.001; **P<O.OI. Values from BMDM treated with equal HE/Hz 
concentrations were compared with a Student T test (underlined asterisks): P<O.OO 1. 
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Figure 3.6: HE decreases intracellular GSWGSSG ratios in BMDM 
BMDM (2.106 cells/well) were treated with HE or HZ (25 Ilg/ml) for 18 h after which cel] 
lysates were deproteinated and assessed for intracellular levels of total gIutathione (A), GSH 
(B) and GSSG (C). GSH/GSSG ratios were estimated accordingly (D). Error bars represent 
mean ± SEM of 4 independent experiments. A one-way ANOYA was used to compare values 
with respect to control (Ctrl) BMDM. ***P<O.OO 1; *P<0.05. 
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Figure 3.7: HO-l protein levels significantly increase after 6h exposure to HE 
BMDM (2.106 cells/well) were treated with HE or HZ (12.5-50 flg/ml) for 6 h (A) or for 18 h 
(25 flg/ml) (B) after which the culture supematant was removed and the cells were lyzed in 
equal volumes of Laemli-buffer. Proteins were resolved by SDS-PAGE, transferred onto 
nitrocellulose membranes and processed for detection using specifie polyclonal antibodies to 
murine HO-l or ~-actin. Relative expression levels of HO-l were norrnalized in respect to ~­
actin by densitometry, and data of four independent experiments was analyzed with a one­
way ANOVA (C). **P<O.OI. 
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Figure 3.8: NAC restores IL-12p70 responses and decreases IL-IO responses to IFN­
ylLPS in HE-conditioned BMDM 
BMDM (1.105 cells/well) remained untreated (Ctrl) or were cultured with HE or HZ (25 
/lglml) for 18 h prior to LPS (A, C) or IFN-y/LPS (B, D) stimulation. NAC (0.25 mM) was 
added into the culture medium 1 h before stimulation. Twenty-four hour culture supernatants 
were harvested and assessed for IL-12p70 (A, B) and IL-l 0 content (C, D) by ELISA. Error 
bars represent mean ± SEM of four independent experiments. A one-way ANOVA was used 
to compare IL-12p70 and IL-] 0 values with respect to respective BMDM stimulated in 
absence ofNAC. The percentage of inhibition on IL-12p70 responses with respect to controis 
(Ctrl) are indicated by underlined numbers. ***P<O.OOl; *P<0.05. 
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Figure 3.9: SB203580 efficiently inhibits p38 MAPK activity in BMDM 
BMDM (4.106 cells/well) were treated with HE or HZ (25 fig/mL) for 18 h and stimulated 
with IFN-y Cl 00 units/ml) and LPS (50 ng/ml) for 30 and 60 min. Proteins in total celllysates 
were separated by SDS-PAGE and the levels ofphospho-p38 MAPK, phospho-MAPKAPK­
2 (in absence of, or with 1 IJ.M SB203580 pre-exposure for 1 h), and total p38 MAPK were 
revealed by Western Blot using specifie monoclonal antibodies. Results are representative of 
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Figure 3.10: Inhibition of p38 MAPK restores IL-12p70 responses to IFN-yILPS only in 
HE-conditioned BMDM 
BMDM (1.105 ceils/weil) remained untreated (Ctrl) or were cultured in the presence of HE or 
HZ (25 /lglml) for 18 h and stimulated with LPS (50 nglml) (A, C) or pre-treated with IFN-y 
(100 units/ml) for 15 min prior to stimulation with LPS (B, 0). SB203580 (1 /lM) was added 
into the culture medium 1 h before stimulation. Twenty-four hour culture supernatants were 
harvested and assessed for IL-12p70 (A, B) and IL-IO content (C, 0) by ELISA. Error bars 
represent mean ± SEM of four independent experiments; the percentages of inhibition with 
respect to control BMDM are indicated with underlined numbers. A one-way ANOYA was 




The interplay between IL-12 and IL-IO seems relevant for the control of malarial 
anaemia, as its severity is associated with low levels of the hematopoietic cytokine IL-12 
(Chaisavaneeyakorn et al., 2003; Chaiyaroj et al., 2004; Casals-Pascual et al., 2006), and 
high levels ofIL-lO (Dodoo et al., 2002; Lyke et al., 2004; Ong'echa et al., 2008), suggesting 
a direct detrimental inhibitory effect of IL-lO on IL-12 responses. However, several studies 
have reported elevated IL-IO levels in patients with uncomplicated malarial anaemia and a 
positive contribution by this cytokine in erythropoiesis homeostasis cannot be ruled out 
(Othoro et al., 1999; Nussenblatt et al., 2001; Lyke et al., 2004; Ageely, Dawoud et Heiba, 
2008; Ouma et al., 2008). 
Plasmodium infections are characterized by high haemolysis and elevated plasma 
levels of free heme. Heme is a harmful hydrophobie molecule that induces ROS once Fe is 
released in response to HO-I activity or oxidative degradation (Tenhunen, Marver et Schmid, 
1968). In addition, free heme promotes the recruitment and activation of neutrophils which 
further contribute to superoxide production and oxidative damage (Porto et al., 2007). 
Herein, the possible implications for free heme in malaria dyserythropoiesis were 
investigated by assessing the regulatory effects of HE on IL-12 and IL-IO responses in 
BMDM. 
We hypothesized that HE would modulate IL-Il and IL-l 0 responses by altering the 
redox status in MP as described for diesel exhaust particles (Yin et al., 2004). Indeed, low 
levels of reduced GSH may down-regulate IL-I2 production and favour IL-IO responses 
(Murata, Shimamura et Hamuro, 2002). Moreover, the priming effect ofIFN-y on IL-12p70 
production requires elevated GSH/GSSG ratios in human monocytes (Utsugi et al., 2002). 
Our data associates oxidant properties with HE, characterized by robust ROS responses and 
enhanced intracellular levels of GSSG, which persist despite the induction of HO-I. While 
ROS can affect signalling pathways, they may also promote oxidative damages. The most 
reactive ROS are hydroxyl radicals (halflife: nanoseconds) followed by superoxide ions (half 
life: microseconds), peroxynitrites (half life: milliseconds), NO (half life: seconds) and 
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hydrogen peroxides (half life: minutes)(Kehrer, 2000; Salganik, 2001; Kohen et Nyska, 
2002). 
HE has important inhibitory effects on the priming of IL-12p70 responses to LPS by 
IFN-y and this inhibition associates both with decreases in IL-12p40 and IL-12p35 mRNA 
levels and enhanced IL-l 0 responses. These results suggest that this inhibition is consequent 
to the fact that HE-conditioned BMDM are rendered insensitive to the inhibitory effects of 
IFN-y on IL-IO responses. In this context, HE may possibly interfere with activation of the 
glycogen synthase kinase-3 (GSK-3), an enzyme known to repress the activity of the 
transcriptional factors AP-l and c-AMP response element-binding (CREB), required for IL­
10 gene expression (Hu et al., 2006). In addition, since secretion of IL-12p40 is minimally 
affected by HE, we also assume that its inhibitory effect on IL-12p35 gene transcription is the 
limiting factor for production of bioactive IL-12p70. This assumption is further corroborated 
by the fact that IL-12p40 gene expression and secretion is known to Jarge!y exceed IL-12p70 
levels and that post-transcriptional control of gene expression may be induced by IL-JO in 
murine MP (Bogdan et al., 1992; Aste-Amezaga et al., 1998). 
Taken together, our results suggest that free heme may contribute to malarial anaemia 
by inhibiting IL-12p70 responses and limiting its beneficial effects on erythropoiesis. As 
administration of IL-12 has shown major stimulatory effects on erythropoiesis in IFN-y 
deficient mice, a beneficial effect for free heme on erythropoiesis cannot be excluded. It is 
possible that IFN-y may exert detrimental effects on erythropoiesis, i.e., by down-regulating 
the production of anti-intlammatory IL-IO. Thus, by rendering MP refractory to the 
inhibitory effects of IFN-y on IL-IO responses, free heme may also contribute to decreased 
TNF-a. production (Kontoyiannis et al., 2001; Denys et al., 2002) which is a major player in 
malaria! dyserythropoiesis (Felli et al., 2005; Buck et al., 2008). Indeed, HE significantly 
inhibits TNF-a. responses to IFN-y/LPS in BMDM (data not shown), an effect that has been 
corroborated in the human monocytic cellline THP-I (Silver, Hamilton et Toossi, 1997). 
A collateral observation in our study concerns the detrimental effect that Hz has on IL­
10 responses in BMDM, which contrasts with the stimulatory effects measured in human 
PBMC, which have been linked to the inhibition of IL-12p40 gene expression and to 
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impaired IL-12p70 responses (Keller et al., 2006). In this context, we also measured over­
production of IL-l 0 and impaired IL-12p70 responses to LPS and IFN-y/LPS in murine 
peritoneal exudates cells pre-conditioned with HZ (data not shown), which may suggest 
functional differences between BMDM and peritoneal MP/PBMC. However, when using 
total cell exudates, the contribution of other celJs (T cells and B cells) in the IL-l 0 response 
cannot be excluded. As accumulation of HZ in intervillous blood mononuclear cells (IBMC) 
correlates with impaired IL-IO and TNF-a responses during natural infection (Perkins et al., 
2003), we suggest that the regulatory effects of HZ on cytokines may indeed differ among 
cell types, and the anti-oxidant defences of target cells may contribute to the reported 
variability. In agreement with our data, the deficient IL-12 response measured in peritoneal 
MP from Pb-infected mice, which may involve both the activities of HE and HZ, is not 
efficiently reverted by in vitro neutralization of IL-l 0 compared with the enhanced response 
measured in control MP treated similarly (Xu etai., 2001). As HZ impairs both IL-12p70 and 
IL-IO responses to LPS, it may possibly affect an early event in TLR signalling. In this 
context, by increasing GSH/GSSG ratios and hampering ROS responses in BMDM, HZ may 
affect the activity of the NADPH oxidase complex, as has been observed in human 
monocyte-derived MP (Schwarzer et Arese, 1996). Direct interaction of NADPH oxidase 
with TLR4 is required for LPS-dependent ROS generation and concomitant activation of 
NFlCB (Park et al., 2004), highlighting the possibility for long-term treatment with HZ to 
interfere with NFKB ROS-dependent signalling. 
Although inhibition of the p38 MAPK enhanced IL-12p40 responses to LPS in HE­
and HZ-conditioned BMDM (data not shown), it had a major stimulatory effect on IL-12p70 
responses to LPS in control BMDM. A comparable effect was measured in response to NAC, 
for which this reducing agent also had minor stimulatory effects on IL-12p70 responses to 
LPS in HE-treated cells compared with control BMDM, but significantly restored these 
responses in HE-conditioned BMDM stimulated with IFN-y/LPS. The significance of these 
differences remains to be investigated, but it is tempting to speculate that HE may up-regulate 
IL-IO responses in LPS-stimulated ceIls, partially through a p38 MAPK-independent 
mechanism. 
141 
In conclusion, our data strongly suggest that HE inhibits IL-12p70 responses, partially 
through a redox-dependent mechanism that sustains IL-I 0 responses, despite the presence of 
IFN-y, and which in contrast to oxidants sllch as diesel exhaust particles, does not rely on 
modulation ofIL-12p40 gene expression (Ohtani el al., 2005). The impact ofthese effects on 
erythropoiesis in vivo remains to be evaluated, as HE stimulates the development of early 
stage erythroid precursors in vitro (Monette et Holden, J982). In addition, the relative 
contributions of HE and HZ in dyserythropoiesis may also depend on their mechanism of 
entry into MP and on their interaction with hematopoietic precursors. HZ is readily 
phagocytosed and accumulates rapidly in MP, also interacting with cell membranes 
(Schwarzer el al., 1999). On the other hand, HE is an amphipathic molecule with high 
affinity with cell membranes, binding to lipoproteins in plasma, including LDL which may 
represent a relevant additional entrance to MP in vivo (Camejo et al., 1998). Thus, HZ and 
HE might not interact in comparable amounts with MP in vivo. Finally, due to its affinity 
with membranes, it is possible that HE may alter the function of cells other than phagocytes, 
such as T and B cells, which contribute to the systemic cytokine response in malaria. 
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4.1. ABSTRACT 
MP from the reticuloendothelial system (RES) are responsible for the clearance of 
senescent RBC. Although the frequency of senescent RBC is low under steady-state 
conditions, it increases dramatically during haemolytic disorders, resulting in enhanced 
erythrophagocytosis. As erythrophagocytosis has been involved in MP dysfunction and as 
certain haemolytic disorders associate to MP apoptosis, a possible link between 
erythrophagocytosis and the viability of phagocytes was investigated herein. To mimic 
haemolytic disorders, two distinct in vitro models, artificially oxidized RBC and RBC from 
PcaDS-infected mice (DSRBC), were chosen to study the erythrophagocytosis impact on the 
viability of J774A.l MP. Although control RBC (CRBC) were weakly phagocytised and did 
not affect MP viability significantly, erythrophagocytosis of oxidized RBC and DSRBC was 
robust and resulted in a sharp decrease of MP viability via apoptosis. Under these conditions, 
Hb-derived HE was shown to be involved in the induction of apoptosis. Moreover, oxidized 
RBC, DSRBC, and HE generated ROS species, which were responsible for the apoptosis of 
MP. Furthermore, HO-l, strongly induced in response to treatment with oxidized RBC, 
DSRBC, or HE, was shown to protect MP partially against apoptosis, suggesting that robust 
erythrophagocytosis may exceed the detoxification capabilities of MP. Taken together, these 
results suggest that enhanced erythrophagocytosis associated to haemolytic disorders leads to 
MP apoptosis in vitro and may have critical implications for the control of malaria infection 
and for the exacerbated susceptibility to bacterial infections during haemolytic disorders. 
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4.2. INTRODUCTION 
The RES is composed of phagocytic cells, mostly MP, located in vanous 
tissues/organs, such as blood, bone marrow, liver, and spleen (Wooles et Diluzio, 1963; Saba, 
1970). RES MP are involved in the recognition and destruction of blood-borne pathogens 
(Wooles et Diluzio, 1963; Singer, 1973) and are aJso responsible for the clearance of 
damaged cells (Tanaka, 2005). In this respect, RES MP continuously remove senescent RBC 
from the peripheral circulation (Saxena et KhandelwaJ, 2009), a process that essentially takes 
place in the red pulp splenic sinuses (Mebius et Kraal, 2005; Khatib, Rabah et Sarnaik, 2009). 
Under steady-state conditions, senescent RBC represent only 1% of the total RBC pool in 
human and 2% in mice (Saxena et Khandelwal, 2009). However, during certain pathologies, 
referred to as haemolytic disorders, the proportion of senescent RBC increases drastically and 
results in enhanced erythrophagocytosis (Hebbel, 1991; Chang et Stevenson, 2004). 
Sickle cell anaemia and thalassemia are characterized by Hb abnormalities leading to 
the deposition of HE on RBC membranes, to lipid peroxidation and to the premature aging of 
RBC (Browne et al., 1997; Browne, Shalev et Hebbel, 1998). Similarly, blood colonization 
by Plasmodium parasites promotes oxidation and alteration of uninfected and infected RBC 
membranes (Omodeo-Sale et al., 2003; Becker et al., 2004; Chang et Stevenson, 2004). 
Modifications of RBC membranes associated to haemolytic disorders decrease their 
deformability, promoting antibody/complement fixation, disturbing membrane asymmetry, 
and leading to the premature clearance of RBC by RES MP (Hebbel, 1991; Turrini et al., 
1992; Dondorp et al., 1999). As these membrane mod ifications affect a large proportion of 
RBC, haemolytic disorders associate to robust erythrophagocytosis and anaemia (Hebbel, 
1991; Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000; Chang et Stevenson, 2004). 
ln vitro studies report inhibition of the phagocytic actjvity, the oxidative burst in 
response to PMA, and the antibacterial functions of MP subjected to erythrophagocytosis, 
artificially enhanced by RBC oxidation or antibody-dependent opsonisation (Commins, 
Loegering et Gudewicz, 1990; Loegering et al., 1996). Comparable observations have been 
described when Plasmodium-infected RBC are used (Arese, Turrini et Ginsburg, 1991; 
Schwarzer et al., 1992). Taken together, these data suggest that robust erythrophagocytosis 
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interferes with MP functions, which led us to investigate the effect of RBC phagocytosis on 
MP viability. The apoptosis of MP described during Plasmodium infection (Toure-Balde et 
al., 1996; Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000) and the enhanced susceptibility to 
bacterial infections in patients with malaria and other haemoJytic disorders tend to support 
this hypothesis (Kaye et Hook, 1963; Loegering et al., 1987; Mabey, Brown et Greenwood, 
1987). 
To investigate a possible correlation between enhanced erythrophagocytosis and 
reduced MP viability, RBC were artificiaJly oxidized to enhance their uptake by J774A.l 
MP. In paralleJ, a more physiological approach was conducted using OSRBC. Both models 
revealed that a reduction in MP viability and an iocrease in apoptosis are induced when large 
amounts of RBC are ingested. Furthermore, we demonstrate that Hb-derived free heme is 
involved in MP apoptosis, partially through a redox-dependent mechanism. 
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4.3. MATERIALS AND METHODS 
4.3.1. Reagents 
Otherwise stated, reagents were purchased from Sigma ChemicaI Co., Fluka (Oakville, 
ON, Canada). RPMI, PBS, and fetal bovine serum (FBS) were from Hyclone (Waltham, MA, 
USA). PeniciIlin/streptomycin was from Invitrogen (Burlington, ON, Canada). A stock 
solution of HE chloride (Sigma Chemical Co., Fluka) at 25 mg/mL was prepared by 
dissolving HE in 100 mM NaOH. NaOH did not induce MP apoptosis at the concentration 
used in this study (data not shown). A stock solution of human Hb (Sigma Chemical Co., 
Fluka) at 10 mg/mL was prepared by dissolving Hb in complete medium (CM) (RPMI 
containing 2 mM L-glutamine, 10% FBS, and penicillin/streptomycin). 
4.3.2. Mice, infections, and blood recovery 
Six- to 8-week-old female BALB/c mice (Charles River Laboratories, Wilmington, 
MA, USA) were infected with 105 DSRBC by the i.p. route. PcaDS parasites induce 
parasitemia of 40-60% after 8-9 days. Parasitemia was monitored daiJy on Giemsa-stained 
blood smears. For in vitro studies using DSRBC, blood was collected from isoflurane 
(Pharmaceutical Partners of Canada, Richmond Hill, ON, Canada)-anesthetised mice by 
cardiac puncture in heparinised (20 flg/mL) PBS when parasitemia was 40%. RBC were then 
washed three times in cold PBS (1200 rpm, 10 min), counted, and added to MP at different 
MP:RBC ratios. Blood from control mice was processed identically. Ail mice used in this 
study were housed and handled in accordance with procedures approved by the Animal Care 
Committee of the Université du Québec à Montréal (Montreal, Canada; Protocol 562-R3­
0510). 
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4.3.3. Oxidation of CRBC 
RBC were oxidized as described elsewhere to enhance their phagocytosis by J774A.l 
MP [25]. Briefly, RBC were treated with oxidation buffer (0.4 mM CUS04 and 5 mM L­
ascorbate in PBS) for 5-10 min at 37°C at a 4% hematocrit. Oxidized RBC were then washed 
twice with 0.2% ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) PBS and twice with PBS. 
4.3.4. Preparation of RBC ghosts 
Ghosts from DSRBC and oxidized RBC were generated following a standard 
procedure (Steck et Kant, 1974; Chiang, Alkan et Beachey, 1979) with minor modifications 
to preserve the integrity of RBC membranes (Wunderlich et al., 1987; Millington et al., 
2006). Briefly, DSRBC and oxidized RBC were washed three times in PBS and washed once 
in PBS containing 113 mM glucose and 3% FBS. Thirty volumes of coId 5 mM sodium 
phosphate buffer (pH 8) (5P8 buffer) containing mM EDTA, 0.2 mM 
phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF), 1 mM benzamidine, 2 mM ~-mercaptoethanol (~­
ME), 5 llg/mL leupeptin, and 0.01% of NaN) was added, and RBC were kept on ice for 10 
min. Cells were then centrifuged at 20,000 rpm for 20 min, and the pellets were washed 
extensively, first with 5P8 and then with PBS to remove the remaining Hb. After treatment, 
ghosts were shown to contain 5-10% oftheir original Hb content (data not shown). Confocal 
microscopy analysis revealed that ghosts retained their membrane integrity following osmotic 
Iysis (data not shown). 
4.3.5. Culture and treatments of J774A.l MP 
J774A.1 MP (TIB-67; American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) were 
cultured in CM at 37°C under 5% CO2. Cells (0.5.106 cells/mL, 500 Ill) were seeded 24 h 
prior to the experiments in 48-well tissue culture-treated plates (Corning, Lowell, MA, USA). 
The day of the experiment, J774A.I MP culture medium was replaced by fresh CM, and cells 
were incubated with various ratios of DSRBC, CRBC, and oxidized RBC (MP:RBC ratios 
ranging from 1:25 to 1:200) or with various concentrations of Hb (1-4 mg/mL) or HE (25­
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400 flglmL). Analyses were petformed after 6, 24, or 48 h of incubation, depending on 
experiments. In certain experiments, zinc protoporphyrin IX (ZnPPIX) and reduced GSH 
were added to MP cultures 1-2 h prior to treatment with RBC, Hb, or HE. For transwell 
experiments, MP were seeded in the wells, and RBC were added to the inserts (0.4 flM pore 
size polyester membrane transweJl plate, Corning). 
Following treatment with CRBC, DSRBC, or oxidized RBC, J774A. J MP were 
subjected to ammonium chJoride Iysis to remove non-internalized RBC (untreated 
counterparts were treated as weil). Briefly, J774A.1 MP samples were recovered in cold PBS, 
centrifuged (1200 rpm, 10 min), and resuspended in 500 flL RBC lysing buffer (Sigma 
Chemical Co., Fluka) for 5 min on ice with occasional shaking. J774A.l MP were then 
washed twice with cold PBS prior to further analysis. After treatments with Hb or HE, 
J774A.I MP samples were recovered and washed twice in cold PBS prior to further analysis. 
4.3.6. FACS analysis 
Flow cytometry experiments were performed using a FACSCalibur (Becton Dickinson, 
Mississauga, ON, Canada). For each sample, 50,000-100,000 cells were acguired. Analysis 
was performed using the WinMDI program (2.9 version). 
4.3.7. Annexin-VIPI staining 
J774A.I MP were washed once with calcium buffer (CaCI2 2.5 mM, NaCI 140 mM, 4­
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) 10 mM, and NaN) 0.02% in 
dH20), resuspended in 100 flL calcium buffer containing 2.5 flL Annexin-V-APC 
(lnvitrogen) and propidium iodide (PI) at 10 flg/mL, and incubated at room temperature for 
15 min. Cells were then washed once with calcium buffer and analyzed by fiow cytometry. 
Viable cells were defined as Annexin-V-/pr cells (see Fig. 4.2.A, Gate Rl), early apoptotic 
cells as Annexin-V+/pr (as weil as Annexin-V+/Pldull ; see Fig. 4.2.A, Gate R2), and late 
apoptotic and necrotic cells as Annexin-V+/pt (see Fig. 4.2.A, Gate R3). Percentage of 
reduction in viability was calculated as follows: 
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percent viability reduction = {I-[(% viable-treated MP)/(% viable control MP)]} x 100 
4.3.8. TUNEL assay 
The Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) assay was performed 
following the manufacturer's instructions (ln Situ cell death detection kit fluorescein, Roche, 
Laval, QC, Canada). Briefly, cells were fixed in fresh 2% paraformaldehyde PBS for 60 min 
at room temperature. Following two additional washes in PBS, ce1Js were incubated in 
permeabilization buffer (0.1 % Triton X-l 00 in 0.1 % sodium citrate) for 3 min on ice. Cens 
were then washed and incubated in TUNEL labelling solution for 60 min at 37°C and washed 
once with PBS prior to flow cytometry analysis. In certain experiments, camptothecin (25 
flglmL) was added 18 h before analysis as a positive control for apoptosis. 
4.3.9. Hoechst 33258/PI staining 
J774A.l MP were resuspended at 1.106 ceUs/mL in PBS. Cells were treated with 
Hoechst 33258 at 10 flglmL for 10 min at 37°C, after which, PI was added at 10 flg/mL, and 
incubation was continued further for 10 min. HoechstiPI staining was then evaluated by 
fluorescence microscopy (Eclipse Ti-S, Nikon, Montréal, QC, Canada) on cytospin 
preparations (Shandon Cytospin 2, Thermo Scientific, Ottawa, ON, Canada), embedded in 
mounting medium for fluorescent microscopy (Kierkegaard and Perry Laboratories, 
Gaithersburg, MD, USA). 
4.3.10. DNA fragmentation analysis on agarose gel 
J774A.l MP (4.106 cells) were Iysed in 500 flL 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 0.2% 
Triton X-I00, 10 mM EDTA. Samples were incubated for 30 min on ice and centrifuged 
(15,000 l'pm, 20 min, 4°C), and supernatants were recovered and treated with DNase-free 
RNase A (100 flglmL) for 1 h at 37°C (Fermentas, Burlington, VT, USA). Deoxyribonucleic 
acid (DNA) was extracted twice with an equal volume of phenol:chloroforrn:isoamyl alcohol 
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mixture (25:24:1) and once with chloroform. After addition of25 flL 5 M NaCI, DNA was 
precipitated overnight (-20°C) with 2.5 vol ice-cold ethanol. The DNA pellet was then 
dissolved in 10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA (pH 8.0), and incubated for 15 min at 45°C, 
after which, samples were mixed with loading buffer (Invitrogen) and resolved in a 2% 
agarose gel along with a DNA ladder (FastRuler low-range DNA ladder, Fermentas; Owl 
separation system, Model BI A, Thermo Scientific Owl, Portsmouth, NH, USA). The agarose 
gel was stained with ethidium bromide (0.5 flglmL in Tris-acetate-EDTA buffer), and DNA 
was visualized with ultraviolet-light illumination (Alphalmager, Alpha Innotech, San 
Leandro, CA, USA). When stated, camptothecin (25 flglmL) was added 18 h before analysis 
as a positive control for apoptosis. A similar amount of total DNA was used in each sample. 
4.3.11. CFSE staining of RBC and quantification of el-ythrophagocytosis 
RBC were stained with carboxytluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) 
following a modified protocol (Cell Trace CFSE proliferation kit, Invitrogen). Cells at 2.107 
celis/mL were incubated in CfSE staining buffer (PBS containing 0.1 % bovine serum 
albumin (BSA) and 2.5 flM CfSE) for 10 min at 37°C. The reaction was blocked with CM 
for 10 min on ice, after which, RBC were wasl1ed three times with an excess of RPMI. Flow 
cytometry revealed homogeneous and reproducibJe staining of RBC. In ail experiments, 
CRBC, DSRBC, as weil as oxidized RBC showed simiJar CFSE fluorescence intensities. For 
confocal microscopy experiments, J774A.l MP were cultured in the Lab-Tek chamber slide 
system (Nalge Nunc International, Rochester, NY, USA), and non-internalized RBC were 
washed with PBS prior to analysis (confocal microscope, BioRad MRC- J 024 ES, Eclipse 
PE-300, Nikon). For Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) experiments, J774A.l MP 
samples were subjected to ammonium chloride lysis ta remove non-internalized RBC prior to 
analysis. The percentages of MP having phagocytised at least one RBC were determined with 
the Gate MI (see Fig. 4.1.A), which considers CFSe MP. MP mean phagocytic activity was 
estimated as CFSE mean fluorescence intensity (MFI). 
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4.3.12. Hz-DCFDA staining of J774A.1 MP to quantify ROS production 
J774A.1 MP were stained with warm, freshly prepared PBS containing 10 )lM Hz­
DCFDA (Invitrogen) for 30 min at 37°C and washed and incubated in RPMI containing no 
phenol red for 30 min at 37°C. Prior to FACS acquisition, cells were stained with 7-amino­
actinomycin D (10 )lg/mL) to exclude dead cells from analysis. Cells were treated with HzOz 
(1 mM) for 15 min prior to FACS analysis as a positive control for oxidation. 
4.3.13. Measurement of intracellular HE accumulation 
J774A.\ MP samples were subjected to ammonium chloride lysis to completely 
remove non-internalized RBC. Cells were then Iysed by three freeze/thaw cycles and brief1y 
sonicated (three pulses of \ s; efficiency: 70%; UP50H ultrasonic homogenizer, Hielscher 
USA, Ringwood, NJ, USA) to scatter membranes. HE was measured using a standard 
protocol taking advantage of HE-elicited luminescence (Schwarzer, Turrini et Arese, 1994; 
Scorza et al., \999). Brief1y, 30 )lL samples (containing 3-6.\ 06 cell/mL) were added to an 
opaque 96-well plate (Optiplate 96 white, Perkin Elmer, Wood bridge, ON, Canada) and 
analyzed with a luminescence reader (MLX microtiter plate luminometer with the software 
Revelation MLX, Version 4.27, Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA), set to dispense 
simultaneously \00 )lI luminollNaOH solution (1 )lg/ml luminol dissolved in a solution 
containing 0.1 M NaOH and 3 mM EDTA) and \00 )lI t-buthylhydroperoxidelNaOH solution 
(7.26 mM t-buthylhydroperoxide dissolved in a solution containing 0.\ M NaOH and 3 mM 
EDTA) to each weil. Luminescence output was measured immediately for a 2s interval. A 
standard curve was made using HE chloride (Sigma Chemical Co., Fluka) to express results 
in pg HE/cel 1. 
4.3.14. Western blot analysis ofHO-1 expression 
Cells were Iysed for 30 min on ice in buffer containing 40 mM Tris-HCI (pH 6.8), 275 
mM NaCI, 20% glycerol (v/v), 2% IGEPAL, \ mM PMSF, 20 )lg/mL aprotinin, 20 )lg/mL 
leupeptin,2 mM NaN04 and 50 mM NaF. Lysates were then centrifuged (\3,000 rpm, 15 
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min), and the supernatants were stored at -80°e. Supernatant protein concentrations were 
quantified by the Lowry assay (OC protein assay, BioRad, Mississauga, ON, Canada). 
Aliquots of supernatant (2.5-5 Ilg/Iane) were subjected to SOS-PAGE, and the separated 
proteins were transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad). Membranes were blocked 
in SuperBlock blocking buffer (Thermo Scientific) for 1 h, washed with TBS/O.I % Tween 
20, and incubated with anti-HO-I polyclonal antibody (pAb) (SPA894; Assay Designs, Ann 
Harbor, MI, USA) following the manufacturer's instructions. Membranes were then washed 
and incubated with anti-rabbit IgG Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated antibody. 
Proteins were visualized using SuperSignal West pico chemiluminescent substrate (Thermo 
Scientific). p-actin was quantified using an anti-p-actin antibody (clone 2F 1-}, BioLegend, 
San Diego, CA, USA) in combination with a biotinylated antimouse Ig antibody (Amersham 
Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) and a streptavidin HRP conjugate (GE 
Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). 
4.3.15. Statistical analysis 
Statistical analysis used the GraphPad Prism 5 software for ANOV A (Tukey multiple 
comparison method), using compiled data from three to four independent experiments. 
Otherwise stated, statistical analysis compared the different assay conditions with control 
counterparts. Results are representative of repeated or combined experiments. Values 
represent mean +/- standard deviation (SD) of at least triplicates. 
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4.4.RESULTS 
4.4.1. Sustained phagocytosis of oxidized RBC and DSRBC decreases the viability of 
J774A.l MP 
To evaluate the impact of robust erythrophagocytosis on MP viability, two distinct in 
vitro models were used. First, RBC were oxidized artificially by a CuS04/ascorbate treatment 
to alter their plasma membrane and enhance their phagocytosis by J774A. J MP. This 
treatment promotes membrane lipids/proteins oxidation, leading to Band-3 clustering as weil 
as phosphatidylserine externalization, enhancing RBC recognition by MP (Lutz et al., 1988; 
Mandai et al., 2002). A more physiological approach, leading to similar membrane 
aJterations as these described in oxidised RBC, using RBC from PcaDS-infected mice with 
40% parasitemia was included. As described previously, Plasmodium infections associate to 
inflammation and oxidative stress, which is responsible for alterations as weil as opsonization 
of RBC membranes, leading to an enhanced uptake of RBC by MP (Chang et Stevenson, 
2004). Elimination of both oxidized RBC and RBC from Pca DS-infected mice by MP 
mainly involve complement receptors, Fc receptors and CD36 (Lutz et al., 1988; Arese, 
Turrini et Ginsburg, 1991; Turrini et al., 1992; Das et Nanda, 1999; Omodeo-Sale et al., 
2003; Becker et al., 2004; Chang et Stevenson, 2004). Flow cytometry anaJysis revealed that 
CRBC are poorly ingested by J774A.l MP (Fig. 4.1.A-D), in accordance with the fact that 
the frequency of senescent RBC is relatively low under steady-state conditions (Saxena et 
KhandeJwal, 2009). In contrast, oxidized RBC and DSRBC were taken up in large amounts 
(Fig. 4.l.A-D). On average, five to 10 times more oxidized RBC and DSRBC were ingested 
in comparison with CRBe. ConfocaJ microscopy experiments asceltained that oxidized RBC 
and DSRBC were internalized and not solely attached to the MP membrane (Fig. 4.I.D). 
Annexin-VIPI staining revealed that 48 h treatment with oxidized RBC or DSRBC 
resulted in dose-dependent increases in apoptotic and/or necrotic J774A.I MP (Fig. 4.2.A­
C). In contrast, the viability of MP treated with CRBC was not affected significantly (Fig. 
4.2.D). Taken together, our results suggest that under conditions of low RBC phagocytosis, 
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the viability of MP is not compromised, but if the proportion of senescent RBC increases, 
robust erythrophagocytosis results in loss ofMP viability. 
4.4.2. Oxidized RBC and DSRBC induce the death of J774A.l MP th"ough apoptosis 
To determine whether oxidized RBC and DSRBC induced MP cell death through 
apoptosis, additional cell viability assays were performed. Breaks in DNA as weil as DNA 
laddering, two hallmarks of apoptosis, were evaluated in MP treated with oxidized RBC or 
DSRBC for 48 h. The TUNEL assay revealed a significant increase in MP harboring breaks 
in DNA (TUNEL+ cells) in response to ingestion of oxidized RBC and DSRBC (Fig. 4.3.A 
and B). In addition, characteristic apoptotic DNA laddering profiles were observed in these 
cells (Fig. 4.3.C and D). Confocal microscopy analysis of MP treated with DSRBC and 
stained with Hoechst/PI reveaJed DNA condensation characteristic of apoptotic cell death 
(Fig. 4.3.E). Taken together, these results demonstrate that oxidized RBC and DSRBC induce 
MP death through apoptosis. 
4.4.3. Induction of apoptosis requires cell-to-cell contact between RBC and J774A.l MP 
As oxidized RBC and DSRBC were ingested efficiently by MP, the requirement of 
cell-to-cell contact and phagocytosis for the induction of apoptosis was assessed. RBC and 
J774A. J were co-cultured in transwells to prevent cellular contact without interfering with 
the exchange of soluble factors. As depicted in Fig. 4.4.A, when J774A.I MP and oxidized 
RBC were physically separated in transwells, induction of apoptosis was abrogated almost 
completely. Similar results were obtained with DSRBC (Fig. 4.4.B). These results indicate 
that induction of apoptosis requires cell-to-cell contact and does not depend on the secretion 
of soluble factors by RBC. In addition, our study (Fig. 4.I.D) and several others have shown 
that oxidized RBC (Lutz et al., 1988; Sambrano, Parthasarathy et Steinberg, 1994; Tanaka, 
Usui et Kojo, 2001) as weil as RBC from Plasmodium-infected mice (Turrini et al., 1992) are 
phagocytised by MP, suggesting the implication of RBC ingestion in the induction of 
apoptosis. 
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4.4.4. Ingestion ofHb following oxidized RBC and DSRBC phagocytosis is responsible 
for the induction of J774A.l MP apoptosis 
Preliminary experiments revealed that 48 h conditioned medium from J774A.l MP 
treated with DSRBC (ratio 1: 100 -1 :400) failed to induce MP apoptosis, suggesting that the 
decrease in cell viability is not mediated by a MP-derived soluble factor (data not shown). 
Therefore, we hypothesized that the sharp drop in J774A.l MP viability was consequent to 
the ingestion of DSRBC. ln addition, the fact that oxidized RBC (free of any Plasmodium­
related compounds) and DSRBC were able to induce MP apoptosis suggests that the 
responsible pro-apoptotic factors are common components of RBC. 
As Hb is the major RBC component and as it possesses pro-oxidant properties 
(Francis, Sullivan et Goldberg, 1997; Huffman el al., 2000; Becker el al., 2004), its 
implication in DSRBC- and oxidized RBC-induced apoptosis was evaluated. During 
Plasmodium infection, MP ingest Hb predominantly during RBC phagocytosis but also via 
the uptake of cell-free Hb released in the blood (Arese, Turrini et Ginsburg, 1991; 
Sobolewski el al., 2005; Seixas el al., 2009). Data with the Pcc infection model reveal total 
and protein-free HE plasma concentrations as high as 100 /lM (65 flg/mL) and 6 /lM (4 
/lg/mL) in mice at peak infection (Seixas el al., 2009). As protein associated HE is found 
mostly in the form of Hb and as each molecule of Hb contains four HE nuclei, plasma 
concentrations of cell-free Hb on the order of 25 /lM (1.5 mg/mL) are then assumed. In 
addition, data with the PbA infection model reveal Hb concentration in plasma on the order 
of 100 /lM (6 mg/mL) (Sobolewski el al., 2005), and comparatively, plasmatic concentrations 
of Hb at approximately 13 /lM (0.8 mg/mL) have been associated to sickle cell anaemia 
(Lezcano el al., 2006). Based on this information, physiologically relevant concentrations of 
Hb not exceeding 4 mg/mL were used in our study. 
Hb significantly induced J774A.l MP apoptosis at concentrations 2': 3 mg/mL (Fig. 
4.5.A). To further characterize the implication of Hb in the induction of MP apoptosis by 
oxidized RBC and DSRBC, RBC ghosts were prepared following a standard procedure 
(Wunderlich el al., 1987; Millington el al., 2006). DSRBC ghosts contain plasma 




including Hb, following hypotonic Iysis (Wunderlich et al, 1987; Millington et al, 2006). A 
morphological analysis of MP revealed that ghosts were phagocytised (data not shown), and 
ratios as high as 1:800 were tested to compensate for a potentially reduced RBC ghost 
ingestion compared with intact RBC. Although OSRBC decreased MP viability, OSRBC 
ghosts failed to induce significant apoptosis, even at ratios as high as 1:800 (Fig. 4.5.B). 
These results suggest that MP apoptosis, induced by OSRBC, is not triggered by RBC 
membranes, parasites, or HZ but rather, by soluble intracellular OSRBC components. Similar 
results were obtained with oxidized RBC ghosts, confirming that the induction of apoptosis 
relies on soluble intracellular RBC components (Fig. 4.5.C). This experiment also ruled out 
the possibility that the apoptosis induced by oxidized RBC could be mediated by toxic 
peroxidized membrane lipids generated following the oxidative treatment rather than by 
erythrophagocytosis itself(Alcouffe et al, 2004). In addition, treatment ofMP with cytosolic 
preparations from OSRBC induced significant MP death, confirming that soluble intracellular 
components are responsible for oxidized RBC and OSRBC pro-apoptotic abilities (data not 
shown). As Hb is able to induce apoptosis and is the major RBC intracellular soluble factor, 
it is likely that Hb is responsible for most if not ail of the apoptosis of MP induced by 
OSRBC and oxidized RBC. However, as ghost preparations remove ail RBC soluble factors, 
it is impossible to rule out the possibility that additional RBC soluble factors may partially 
contribute to cell death. 
4.4.5. ROS are involved in Hb-dependent J774A.l MP apoptosis induced by DSRBC 
and oxidized RBC 
Hb is composed of four subunits, each containing one heme nucleus. Fol!owing 
phagocytosis of RBC, the protein fraction of Hb is digested, and HE, the oxidized form of 
heme (Goldstein et al., 2003; Knutson et al, 2003; Greer et al, 2008), is degraded further in 
the cytoplasm by the microsomal enzyme HO-l (Otterbein et Choi, 2000). HE induces ROS 
and may cause lipid peroxidation, ONA damage and/or protein aggregation, leading to cel! 
death (Kumar et Bandyopadhyay, 2005). Therefore, we hypothesized that the Hb-mediated 
pro-apoptotic properties of oxidized RBC and OSRBC were a result of HE, and 
consequently, its effects on apoptosis and ROS production were investigated. 
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HE concentrations from 25 to 400 IlglmL, equivalent to Hb concentrations of 0.5-9 
mg/mL in terms of HE content, were used in vi/ro. HE significantly induced J774A.1 MP 
apoptosÎs at concentrations higher than 50 llg/mL (Fig. 4.6.A), suggesting its implication in 
MP apoptosis following treatments with oxidized RBC or DSRBC. HE accumulation within 
J774A.\ MP following CRBC and oxidized RBC treatments was evaluated, and in 
accordance with our phagocytosis assay (Fig. 4.\), HE content was \0 times higher in MP 
treated with oxidized RBC when compared with CRBC-treated MP (Fig. 4.6.B). As HE 
quantification assays do not allow distinguishing bio\ogically active, free HE from HZ 
(inactive biocrystalized HE) (Schwarzer, Turrini et Arese, \994; Scorza el al., 1999), which 
is unable to promote oxidation (Schwarzer el al., 1992; Schwarzer el al., 1999) or MP 
apoptosis (data not shown), HE content, following DSRBC treatment, was not evaJuated. 
To determine whether apoptosis associated to ROS production, J774A.l MP were 
treated with the HrDCFDA probe to monitor oxidative stress after 48 h of incubation with 
oxidized RBC, DSRBC or HE (Fig. 4.7.A). Ail three treatments induced a dose-dependent 
increase in ROS responses by J774A.1 MP (Fig. 4.7.A). To determine if redox imbalance is 
involved in J774A.1 MP apoptosis, the antioxidant GSH was lIsed to treat the cells. Pre­
treatment with GSH partially reduced the apoptosis induced by HE (Fig. 4.7.B), sllggesting 
the implication of oxidative stress in the changes in cell viability induced by enhanced 
erythrophagocytosis. 
4.4.6. Oxidized RBC-, DSRBC-, and HE-treated J774A.l ]VIP enter apoptosis despite 
induction ofHO-l 
Induction of HO-I represents an important mechanism for HE detoxification (Kumar et 
Bandyopadhyay, 2005) and is responsible for the enzymatic degradation of HE into CO, free 
iron, and biliverdin (Otterbein et Choi, 2000). HO-l is strongly induced by variolls stresses 
and by its specific substrate HE (KlImar et Bandyopadhyay, 2005). We investigated whether 
MP apoptosis resllited from inadeqllate induction of HO-\ by monitoring its protein 
expression in J774A.l MP incubated with oxidized RBC, DSRBC or HE (Fig. 4.8.A). 
Oxidized RBC, DSRBC, and HE were tested at non-apoptotic (25 ~g/mL and 1:50, 
158 
respectively) and apoptotic (200 f.lg/mL and 1:) 00/1:200, respectively) concentrations. 
Induction of HO-l was comparable after 6, 24, and 48 h in HE-treated J774A.1 MP for non­
apoptotic and apoptotic concentrations, suggesting that inadequate expression of HO-l is not 
responsible for apoptosis. In a similar manner, oxidized RBC and DSRBC induced 
comparable HO-l protein expression levels for every ratio tested. 
The increased expression of HO-l induced by HE may also generate potentially 
dangerous free iron (Otterbein et Choi, 2000). When neutralized by ferritin or directed to 
microsomal vesicules for exocytosis by iron ATPases, free iron does not represent a threat for 
cel! viability (Baranano et al., 2000; Otterbein et Choi, 2000). However, if these two 
protective mechanisms are saturated, free Fe2+IFe}'" can produce ROS via the Haber-Weiss 
and Fenton reaction and threaten cell viability (Gutteridge, 1986). To determine whether the 
induction of HO-I expression could account for excessive production of free iron and 
apoptosis, its activity was inhibited by treatment with the competitive inhibitor ZnPPIX. 
Preliminary experiments revealed that ZnPP1X, at concentrations known to inhibit HO-l 
activity effectively, is highly toxic in our 48 h experimental settings and significantly impairs 
the phagocytic activity of J774A.l MP after 24 h treatment (data not shown). Therefore, the 
inhibitor was used at a relatively low concentration (2.5 IlM), which was shown not to affect 
cel! viability and phagocytosis in 24 h experiments. These restrictions did not allow us to test 
the effect of ZnPPIX in oxidized RBC- or DSRBC-treated cells, as the induction of apoptosis 
requires a 48 h incubation (data not shown). However, the impact of HO-l inhibition was 
assessed in HE-treated cells, which enter apoptosis after 24 h incubation. Under these 
conditions, inhibition of HO-) did not have a major impact on ce!! viability, except for the 
highest concentration of HE tested (400 f.lg/mL), for which, it promoted a sharp increase of 
MP apoptosis (Fig. 4.8.B). These resuJts suggest that induction of HO-I reported in J774A.l 
MP treated with oxidized RBC, DSRBC, or HE (Fig. 4.8.A and B) represents a protective yet 
not sufficient mechanism in abrogating the oxidant, pro-apoptotic effects of HE. 
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Figure 4.1: Oxidized RBC and DSRBC aJ"e readily phagocytised by J774A.l MP 
J774A.l MP were left untreated (control) or were incubated with CFSE-labeJIed CRBC, 
oxidized RBC, or OSRBC at a MP:RBC ratio J:200, and phagocytosis was evaluated after 24 
h. (A) Characteristic histograms obtained by FACS for the fluorescence 1 (FL-I) channel 
(CFSE). Filled histogram stands for control J774 A.l MP; black, gray, and dottèd line 
histograms represent CRBC-, oxidized RBC-, and OSRBC-treated J774A.l MP, respectively. 
MI gate considers CFSE~ MP, which have ingested at least one RBC. (B) Percentages of 
J774A.l MP that have ingested one or more RBC (M 1 gate). (C) J774A.1 MP mean 
phagocytic activity (measured as CFSE MFI). (0) Characteristic results obtained by confocal 
microscopy. Top, middle, and bottom panels show CRBC-, oxidized RBC-, and DSRBC­
treated J774A.l MP, respectively. Each panel represents an overlay of the transmission light 
channel and the CfSE fluorescence channel (in white on images). Data are representative of 
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Figure 4.2: Apoptosis of J774A.l MP is induced by oxidized RBC and DSRBC in vitro 
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Figure 4.2: Apoptosis of J774A.l MP is induced by oxidized RBC and DSRBC in vitro 
(A-D) J774A.l MP were left untreated (control) or were incubated with CRBC, DSRBC, or 
oxidized RBC at the indicated MP:RBC ratios. After 48 h, apoptosis was quantified by 
Annexin-Y/PI staining. (A) Characteristic density plots obtained for control (upper panel) 
and DSRBC-treated (MP:RBC ratio 1:200, lower panel) J774A.\ MP. RI, R2, and R3 gates, 
respectively, account for the percentages of viable, early-apoptotic, and late apoptotic/ 
necrotic cells in the MP popu lat ion. (B) Impact of various MP (M<jJ):oxid ized RBC ratios on 
J774A.l MP viability. (C) Impact of various MP:DSBC ratios on J774A.l MP viability. (D) 
Impact of various MP:CRBC ratios on J774A.1 MP viability. Gray, white, and dotted 
histogram regions, respectively, represent the percentage of viable, early-apoptotic, and late­
apoptotic/necrotic cells. The percentage above each histogram represents the percentage of 
viability reduction compared with control cells. Data are the mean +/- SD of four independent 
experiments with triplicate cultures. Asterisks represent significant differences in the 
percentage of viable cells compared with untreated J774A.1 MP (control). Statistical 

















, 1 Qi l:, 1 l:, 1 III 
.l:, , '-' 
1 , U CI) 
1.­ , CI) 










, R1 (39%)1 
C D 
,,' ~~' ,,' 
lUNEL-File 





control control + oxidized RBC OSRBC 













Figure 4.3: Oxidized RBC and DSRBC induce apoptosis in J774A.l MP cells 
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Figure 4.3: Oxidized RBC and DSRBC induce apoptosis in J774A.l MP cells 
J774A.I MP remained untreated (control) or were incubated with oxidized RBC or DSRBC 
at the MP:RBC ratio 1: 100. Camptothecin was used as a positive control for apoptosis. After 
48 h, œil viability was assayed by TUNEL staining (A and B), DNA migration on agarose 
gel (C and 0), or Hoechst/PI staining (E). (A) Characteristic density plots obtained for 
control (Ieft panel) and oxidized RBC (MP:RBC ratio 1: 100, right panel)-treated J774A.l 
MP. RI gate represents the percentage of TUNEL+ ceUs (i.e., apoptotic cells). SSC, Side­
scatter. (B) Impact of Camptothecin, oxidized RBC, and DSRBC on the percentages of 
TUNEL+ J774A.l MP. (C) DNA profiles of control (Lane 2), oxidized RBC (Lane 3), or 
camptothecin (Lane 4)-treated J774A.l MP; Lanes 1 and 5, DNA ladder. (0) DNA profiles 
of control (Lane 2), DSRBC (Lane 3), or camptothecin (Lane 4)-treated J774A.l MP. Lanes 
1 and 5: DNA ladder. (E) HoechstlPI-stained J774A.1 MP analyzed by fluorescence 
microscopy on cytospin si ides. Colllrons 1-3 represent transmission light images, Hoechst 
fluorescence, and Pl fluorescence, respectively. Triangles indicate typical early-apoptosis 
ceUs and arrows identify characteristic late-apoptotic cells. Data are representative of two 
independent experiments showing the mean +/- SD from quadruplicate cultures of one 
experiment. 
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Figure 4.4: CeH-to-cell contact is required for induction of J774A.l apoptosis by 
oxidized RBC and DSRBC 
J774A.l MP were left untreated (control) or were incubated with oxidized RBC (A) or 
DSRBC (B) at the indicated MP:RBC ratios. Cells were incubated in standard wells or in 
transwells. After 48 h, cell viability was assayed by Annexin-V/PI staining (A and B). Gray, 
white, and dotted histogram regions, respectively, represent the percentage of viable, early­
apoptotic and late-apoptotic/necrotic cells. The percentage above each histogram represents 
the percentage of viability reduction compared with control cells. Data are representative of 
two independent experiments showing the mean +/- SD from quadruplicate cultures of one 
experiment. 
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Figure 4.5: Ingestion ofHb by phagocytes is responsible for J774A.ll\1P apoptosis 
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Figure 4.5: Ingestion of Hb by phagocytes is responsible for J774A.l MP apoptosis 
(A) J774A.l MP were left untreated (control) or were incubated with the indicated Hb 
concentrations. (B and C) J774A.l MP were left untreated (control) or were incubated with 
oxidized RBC and oxidized RBC ghosts (8) or with DSRBC and DSRBC ghosts (C) at the 
indicated MP:RBC ratios. After 48 h, cell viability was assayed by Annexin-Y/PI staining 
(A-C). Gray, white, and dotted histogram regions, respectively, represent the percentage of 
viable, early-apoptotic and late-apoptotic/necrotic cells. The percentage above each 
histogram represents the percentage of viability reduction compared with control cells. (A) 
Data are the mean +/- SD of three independent experiments with duplicate or triplicate 
cultures. The asterisks represent significant differences in the percentage of viable cells 
compared with untreated J774A.l MP (control). Statistical analysis, ANOYA (***P<O.OOl). 
(B and C) Data are representative of two independent experiments showing the mean +/- SO 
from triplicate cultures of one experiment. 
167 








~ 0 20 
0 
c: Il) 0 0 0 0 
4> N Il) 0 0 0 
'': .... N .., 
HE (!-L9/mL) 












'0 ëIl) 0 0 0 Il) 0 0 0 N Il) 0 0 N Il) 0 0 
.... N .... NE .... .... E .... 
0 .... .... 0 .... .... 
u CJ 
M<I>: CRBC ratio M<I> : oxidized RBC ratio 
Figure 4.6: HE possesses pro-apoptotic abilities and accumulates within J774A.l MP 
following oxidized RBC treatment 
(A) J774A.1 MP were [eft untreated (control) or were incubated with the indicated HE 
concentrations. After 48 h, cell viability was assayed by Annexin-VIPI staining. Gray, white, 
and dotted histogram regions, respectively, represent the percentage of viable, early­
apoptotic, and late-apoptotic/necrotic ceUs. The percentage above each histogram represents 
the percentage ofviability reduction compared with control cells. (B) J774A.1 MP were left 
untreated (control) or were incubated with CRBC (Ieft graph) or with oxidized RBC (right 
graph) at the indicated MP:RBC ratios. After 48 h, HE content was measurèd based on HE­
elicited luminescence. (A) Data are the mean +1- SD of four inde pendent experiments with 
duplicate or triplicate cultures. The asterisks represent significant differences in the 
percentage of viable cells compared with untreated J774A.l MP (control). Statistical 
analysis, ANOVA (* P<O.OS; ***P<O.OO 1). (B) Data are representative of two independent 
experiments showing the mean +1- SD from quadruplicate cultures of one experiment. 
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Figure 4.7: Oxidized RBC and DSRBC induce J774A.l MP apoptosis through a HE­
mediated redox imbalance 
169 
Figure 4.7: Oxidized RBC and DSRBC induce J774A.l MP apoptosis through a HE­
mediated redox imbalance 
(A) J774A.1 MP were left untreated (control) or were incubated with oxidized RBC (top 
graph) or DSRBC (middle graph) at the indicated MP:RBC ratios or with HE (bottom graph) 
at the indicated concentrations. H20 2 was used as a positive control. After 48 h, ROS 
production was followed by treatment with HrDCFDA. (B) J774A.1 MP were left untreated 
(control) or were incubated with the indicated HE concentrations in the absence (upper 
graph) or presence of GSH 5 mM (Iower graph). After 24 h, cell viability was assayed by 
Annexin-VIPI staining. Gray, white, and dotted histogram regions, respectively, represent the 
percentage of viable, early-apoptotic, and late-apoptotic/necrotic cells. The percentage above 
each histogram represents the percentage of viability reduction compared with control cells. 
(A) Data are representative of two and (B) three independent experiments showing the mean 




Figure 4.8: HO-l activation as a protective mechanism following oxidized RBC, 
DSRBC, and HE in vitro treatment of J774 MP 
(A) J774A.l MP were left untreated (control) or incubated with oxidized RBC, DSRBC, or 
HE. Lanes l, 5, and 9, Control J774A.I MP; Lane 2--4, J774A.l MP treated with HE at 25, 
\00, and 200 )lg/mL, respectively; Lanes 6-8, J774A.\ MP treated with oxidized RBC at 
1:50, 1: 100, and 1:200, respectively; Lanes 10-12, J774A.I MP treated with DSRBC at 1:50, 
1:1 00, and 1:200, respectively. After 6, 24, and 48 h, HO-l expression was monitored by 
Western blot. p-actin was used as an internai control. This experiment has been repeated 
twice with similar trends. (B) J774A.l MP were left untreated (control) or were incubated 
with the indicated HE concentrations in the absence (left graph) or presence of ZnPPIX 2.5 
)lM (right graph). After 24 h, cell viability was assayed by Annexin-V/P staining. Gray, 
white, and dotted histogram regions, respectively, represent the percentage of viable, early­
apoptotic, and late-apoptotic/necrotic cells. The percentage above each histogram represents 
the percentage of viability reduction compared with control cells. Data are representative of 




Clearance of senescent RBC by splenic RES MP is a continuous event (Mebius et 
Kraal, 2005; Saxena et Khandelwal, 2009). Although erythrophagocytosis is relatively 
modest under steady-state conditions (Saxena et Khandelwal, 2009), it is enhanced drastically 
during haemolytic disorders such as malaria, thalassemia, and sickle anaemia (Hebbel, 1991; 
Turrini et al., 1992; Chang et Stevenson, 2004). Considering that MP are important for innate 
and adaptive immune responses against pathogens (Goldsby et a!., 2003), the impact of 
sustained erythrophagocytosis on their viability was investigated. In the present study, using 
two different models, we demonstrate that robust elythrophagocytosis leads to significant 
apoptosis of J774A.1 MP in vitro. These results were corroborated using four different 
techniques to measure apoptosis. Certain discrepancies concerning the level of apoptosis in 
camptothecin-treated MP were, however, observed between the TUNEL assay and the 
analysis of DNA fragmentation on agarose gels (Fig. 4.3), which we suggest are inherent to 
technical limitations with the TUNEL assay. Indeed, higher percentages of late apoptotic 
cel1s and apoptotic bodies are visualized by confocal microscopy in camptothecin-treated 
cultures, rendering these samples more susceptible to cell Iysis during manipulation. As the 
TUNEL assay involves numerous experimental steps that may eliminate a proportion of the 
fragile late-apoptotic cells and as this assay is restricted to intact cells-apoptotic bodies are 
ind iscernible from debris and excluded from FACS analysis-apoptosis leve Is in 
camptothecin-treated cultures may be underestimated using the TUNEL assay. Thus, DNA 
migration on agarose gel may better correlate with the microscopic observations, showing 
more pronounced apoptosis in camptothecin-treated MP. 
The DSRBC model, representing RBC with physiological alterations, allowed 
excluding the paliicipation of RBC modifications and/or erythrophagocytosis levels that are 
unlikely to occur in vivo. Following erythrophagocytosis, important amounts of HE 
accumulate within phagocytes. HE induces pro-apoptotic effects through a mechanism 
partially involving oxidative stress. Apoptosis in response to robust erythrophagocytosis was 
not restricted to J774A.1 MP, as comparable levels of apoptosis were measured in BMDM 
from BALB/c mice following RBC phagocytosis (data not shown). 
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Erythrophagocytosis was shown to trigger MP death only under conditions of robust 
phagocytosis. In this respect, CRBC were weakly interna1ized and had a modest effect on MP 
viability. In contrast, oxidized RBC or OSRBC were intensely ingested and promoted 
significant apoptosis. Although phagocytosis of OSRBC and oxidized RBC was measurable 
after 4 h of incubation, induction of apoptosis required 48 h incubation (data not shown). The 
delayed toxic effect suggests that important ingestion of Hb/HE and/or release of its 
breakdown products may be required. Interestingly, previous studies reported that MP, 
allowed to phagocytose IgG-opsonized RBC for 2 h, remained viable over a 48- to 72-h 
period, confirming that the induction of MP apoptosis requires a sustained and robust 
erythrophagocytosis (Commins, Loegering et Gudewicz, 1990; Loegering et al., 1996). 
Taken together, these results indicate that although MP may safely hand le the clearance of 
modest amounts of RBC (reflecting steady-state conditions), intense erythrophagocytosis 
(reflecting haemolytic disorders) gradually induces the apoptosis of MP. In addition, our 
results demonstrate that in the context of robust erythrophagocytosis, ingestion of large 
amounts of HblHE promotes oxidative insults, which may exceed the protective mechanisms 
of MP, resulting in cell death (Postma et al., 1996; Francis, Sullivan et Go1dberg, 1997; 
Becker et al., 2004). In this respect, the expression of HO-l, the main HE detoxification 
system (Kumar et Bandyopadhyay, 2005), was shown to be induced strongly and comparably 
following treatments with suboptimal and optimal concentrations of pro-apoptotic RBC or 
RBC-derived compounds. Therefore, although optimally activated, this protective enzyme 
seems insufficient for detoxifying the large amount of internalized Hb/HE in MP. 
As described previollsly, modifications of infected RBC and uninfected RBC 
membranes are reported in malaria, leading to their recognition and elimination by RES MP 
(Turrini et al., 1992; Omodeo-Sale et al., 2003; Chang et Stevenson, 2004). Our in vitro 
results suggest that robust ingestion of OSRBC triggers MP apoptosis, which may account 
for the significant MP death measllred in malaria (He1mby, Jonsson et Troye-Blomberg, 
2000). However, additional experiments are reqllired to determine whether the intensity of 
erythrophagocytosis in vivo is sufficient to promote RES MP apoptosis. In addition, the 
implication of other bystander effects of Plasmodium infection on MP apoptosis cannot be 
excluded. As RES MP are invo1ved in the elimination of blood borne pathogens (Wooles et 
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DiJuzio, 1963; Singer, 1973; Goldsby et al., 2003), elevated levels of apoptotic MP may be 
responsible for the enhanced susceptibility to bacterial infections reported in Plasmodium­
infected patients (Mabey, Brown et Greenwood, \987). MP viability can be compromised in 
other haemolytic disorders, such as sickle cell anaemia and thalassemia, where important 
RBC clearance by splenic RES MP is reported (Hebbel, 1991; Browne et al., 1997; Browne, 
Shalev et Hebbel, 1998). The fact that these diseases are also linked with increased 
susceptibility to bacterial infections (Kaye et Hook, 1963; Loegering et al., 1987) tends to 
support this hypothesis. 
Hb and HE are toxic for a variety of ceUs through oxidative and non-oxidative 
mechanisms (Goldstein et al., 2003). Previous in vitro studies demonstrate that short-term 
phagocytosis of RBC (2 h) inhibits various MP functions through a Hb-dependent 
mechanism, without affecting cel] viability (Commins, Loegering et Gudewicz, 1990; 
Loegering et al., 1996). Our study is the first one to report that long-term (48 h) 
erythrophagocytosis hampers MP viability. In addition, our data indicate that 
erythrophagocytosis-dependent MP apoptosis is mediated by Hb. MP dysfunctions 
(Loegering et al., 1996) and MP apoptosis (the present study) triggered by 
erythrophagocytosis are linked to oxidative stress. ROS production is a common feature of 
Hb catabolism within MP. In the phagosome, Hb is oxidized to metHb, leading to equimolar 
production of superoxide ions and the release of HE (Goldstein et al., 2003; Becker et al., 
2004; Greer et al., 2008). Iron is then produced by enzymatic (via HO-I (Otterbein et Choi, 
2000)) or non-enzymatic (via peroxides (Kremer, 1989)) degradation of HE. Although HE is 
able to trigger lipid peroxidation (O'Brien et Little, 1969), oxidative insliits also derive from 
ROS, produced via the Fenton reaction, catalyzed by free iron (Gutteridge, 1986). As a result 
of the toxicity of iron chelators over a 24 to 48 h incubation period with MP (data not shown 
and refs. (Buss, Neuzil et Ponka, 2004; Kurz, Gustafsson et Brunk, 2006; Simunek et al., 
2008)), assessment of the effect of iron chelation on the apoptosis induced by oxidized RBC, 
DSRBC, or HE was not feasible. As ROS are able to promote mitochondrial membrane 
destabilization (Simon, Haj-Yehia et Levi-Schaffer, 2000), it is tempting to speculate that 
Hb/HE-indllced oxidative stress triggers apoptosis through the intrinsic pathway (Elmore, 
2007). Indeed, resulting mitochondrial membrane destabil ization may promote the release of 
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pro-apoptotic molecules, such as the cytochrome c; second mitochondria-derived activator of 
caspases/direct inhibitor of apoptosis protein-binding protein with low pl (Smac/Oiablo); 
HtrA2/0mi; apoptosis-inducing factors (AIF); and the endonuclease G, leading to 
downstream activation of caspase-9 and caspase-3 (Elmore, 2007). Activated caspase 3 may 
then promote inhibitor of the caspase-activated ONase (ICAO) degradation and the release of 
the endonuclease CAO (CAO) responsible for the ONA fragmentation characteristic of 
apoptotic cell death (Sakahira, Enari et Nagata, 1998). 
Plasmodium infection and other haemolytic disorders associate with increased plasma 
concentrations ofcell-free Hb/HE (Naumann et al., 1971; Sobolewski et al., 2005; Seixas et 
al., 2009). In respect to our experimental results, the celJ-free Hb and HE plasma 
concentrations repo11ed in vivo during Plasmodium infection (Sobolewski et al., 2005; 
Lezcano et al., 2006; Seixas et al., 2009) cou Id be sufficiently high to promote significant 
MP apoptosis. Moreover, Seixas et al. reported that the toxicity of HE is greatly enhanced by 
TNF-a (Seixas et al., 2009), a common cytokine in malaria (Kwiatkowski et al., 1990; 
McGuire et al., 1998; Seixas et al., 2009), thaJassemia (Wanachiwanawin et al., 1999), and 
sickle cell anaemia (Kuvibidila et al., 1997). Therefore, it is tempting to suggest that the 
threshold concentrations of cell-free Hb/HE, required to induce MP apoptosis during those 
disorders, may be lower than those reported in our study. In addition, the Hb and HE 
scavengers Hx and Hp, found in serum, enhance the uptake of these molecules by MP 
(Ferreira et al., 2008). As the proportion of serum in blood is greater than in CM (containing 
only 10% of FBS), in vivo uptake of HE and Hb by MP may be intensified further. Taken 
together, these results suggest that erythrophagocytosis and ingestion of cell-free Hb/HE may 
contribute to the induction of MP apoptosis during haemolytic disorders. 
The impact of phagocytosis on cell viabi lity has been investigated extensively (OeLeo, 
2004; Hacker, Kirschnek et Fischer, 2006). Although MP apoptosis is infrequent after 
bacteria ingestion, uptake of complement- or antibody-opsonized zymosan particles was 
shown to enhance ROS production and to promote MP death (Kim et al., 2003; Park, 2003). 
In our study, OSRBC and oxidized RBC ghosts were phagocytised efficiently (data not 
shown) but failed to induce MP apoptosis. This suggests that the phagocytic process itself is 
not responsible for the decreased viability of MP. However, clearance of OSRBC and 
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oxidized RBC (Turrini et al., 1992; Bratosin et al., 1998; Becker et al., 2004; Chang et 
Stevenson, 2004) imp1icates their recognition via FcR, a process known to generate ROS 
through the activation of NAOPH oxidase (Loegering et al., 1996; Kim et al., 2003). 
Therefore, it is possible that the phagocytic process generates ROS, which contributes further 
to the oxidative stress and MP apoptosis. In this respect, Loegering et al. (Loegering et al., 
1996) showed that ROS, originating from Hb ingestion and from NADPH oxidase activation, 
were required for the dysfunction of MP associated to erythrophagocytosis. 
In our study, 30-40% of the J774A.I MP population was resistant to apoptosis, even if 
the proportion of RBC or the incubation time was increased (data not shown). As depicted in 
Fig. 4.1.0, the phagocytic activity of the J774A.1 MP population is heterogeneous. 
Approximately 50% of the MP ingested RBC in a large amount, whereas the remaining 50% 
did not contain or contained only few RBC. This discrepancy in phagocytic activity could 
explain the fact that the treatment with oxidized RBC and OSRBC did not affect ail MP. The 
mechanism underlying this uneven RBC ingestion is not clear but is common in previous 
erythrophagocytosis studies that have used peritoneal MP (Ishikawa-Sekigami et al., 2006) or 
liver sinusoidal cells (Bissell, Hammaker et Schmid, 1972). The authors suggested that this 
discrepancy could be attributed to the presence of distinct MP populations or to MP 
harbouring different maturation states. In our experimental settings, the uneven phagocytic 
activity could also be a result of the fact that the J774A.I cell line is composed of monocytes 
and MP. 
In conclusion, our data ind icate that robust erythrophagocytosis resuJts in the ingestion 
of HbIHE, the induction of oxidative stress, and MP apoptosis. These effects may have 
critical implications for the outcome of Plasmodium infection, as MP are involved in the 
control of parasite burden (Turrini et al., 1992; Bouharoun-Tayoun et al., 1995; McGilvray et 
al., 2000) and in the secretion of pro-inflammatory cytokines (Picot et al., 1990; 
Krishnegowda et al., 2005) responsible for various pathologies (Newton, Hien et White, 
2000; Engwerda et al., 2002; Chang et Stevenson, 2004). In addition, these results may be 
involved in the increased susceptibility to microbial infections associated to malaria and other 
haemolytic disorders such as thalassemia and sickle cell anaemia. 
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CHAPITRE V 
DISCUSSION GÉNÉRALE 
5.1 Inhibition des cellules T lors de la phase érythrocytaire de la 
malaria 
Tel que décrit précédemment, la malaria est associée à une immunosuppression 
systémique vraisemblablement impliquée dans la persistance du parasite et dans la 
susceptibilité accrue aux infections par des pathogènes hétérologues. En particulier, les 
cellules T provenant de patients atteints de la malaria ou de souris infectées par le 
Plasmodium présentent une prolifération et une sécrétion de cytokines considérablement 
réduites suite à leur stimulation via leur TCR (Correa, Narayanan et Miller, 1980; Riley et al., 
1989; Rockett et a!., 1994; Ahvazi, Jacobs et Stevenson, ]995). Du fait de l'importance des 
cellules T dans la réponse antiparasite (voir par. 1.1.4.2), leur inhibition pourrait avoir des 
répercussions importantes sur la résolution des infections par Plasmodium. Ainsi, mieux 
comprendre comment les infections par Plasmodium modulent l'activité des cellules Test 
d'une importance capitale. 
5.1.1 Implication des cellules T régulatrices dans l'immunosuppression et la pathologie 
L'existence de cellules T régulatrices capables de contrôler la réponse immunitaire a 
été proposée dans les années 70 mais ce n'est que récemment que le facteur FOXP3 a été 
identifié comme marqueur spécifique des cellules TregN d'origine thymique. Cette 
découverte a permis d'évaluer l'importance de ces cellules dans diverses pathologies dont la 
malaria. Dans ce contexte, Hisaeda et al. ont suggéré que l'activation des cellules TregN 
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pendant les infections par Plasmodium serait responsable de l'immunosuppression et de la 
virulence du parasite. Il a notamment été démontré que l'élimination in vivo de ces cellules 
réduisait significativement la suppression affectant les cellules T et permettait aux souris 
BALB/c de résoudre l'infection par PyL normalement létale (Hisaeda et al., 2004). 
Connaissant le caractère bénéfique de l'activation des cellules TregN dans le contrôle des 
désordres auto-immuns et des inflammations chroniques (Sakaguchi, 2004; Belkaid et Rouse, 
2005), les résultats de Hisaeda et al. paraissaient surprenants (Hisaeda et al., 2004). En effet, 
les infections par Plasmodium stimulant une forte réponse inflammatoire impliquée dans 
l'induction de la malaria cérébrale et dans le développement de l'anémie, l'activation des 
cellules TregN pourrait représenter un mécanisme protecteur visant à limiter l'inflammation 
et la pathologie. Ainsi, nous avons décidé d'étudier l'impact de l'élimination des cellules 
TregN sur le développement de la pathologie lors des infections par Pca. Les espèces Py et 
Pca causent des infections présentant les étapes caractéristiques et les stades de maturation 
classiques du cycle de développement du Plasmodium. Neanmoins, la taille de ces parasites 
ainsi que la durée de chaque étape peuvent différer quelque peu (Tabl. 1.1). L'espèce Py 
infecte de manière préférentielle les réticulocytes alors que l'espèce Pca infecte tous les GR. 
Aucune étude comparant directement les infections par Py et Pca n'a été publiée pour le 
moment. La comparaison d'études évaluant individuellement ces deux espèces est délicate et 
les extrapolations en découlant risquées à cause de la diversité des conditions expérimentales 
et des techniques utilisées. Bien que Py et Pca soient capables de causer des infections létales 
ou non-létales dépendément de la souche de parasite et/ou de souris considérée, les souches 
de Py avec lesquelles nous avons eu J'occasion de travailler (souches YM et 17XNL) 
engendrent des infections caracterisées par une anémie plus sévère et des parasitémies plus 
élevées que les souches de Pca utilisées dans nos études (résultats non publiés). Il a été 
suggéré que le développement de la protection contre les infections par l'espèce Pc (incluant 
Pca et Pcc) nécessite une réponse de type Thl suivie d'une réponse de type Th2 après le pic 
d'infection. En revanche, il semblerait que le contrôle efficace des espèces Py repose 
d'avantage sur J'activation rapide d'une forte réponse de type Th2 bien qu'une brève réponse 
de type Th 1 soit observable en début d'infection (Taylor-Robinson et al., 1993; Taylor­
Robinson, 2010). D'autres études rapportent cependant qu'une réponse de type Th 1 soutenue 
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est nécessaire au contrôle efficace du parasite quelque soit l'espèce de Plasmodium évaluée 
(Li, Seixas et Langhorne, 2001). 
En travaillant avec les souches Pca OS et OK, nous avons observé que l'activation des 
cellules TregN permettait de réduire l'inflammation, de limiter l'anémie et de favoriser la 
survie des souris. Contrairement aux résultats obtenus par Hisaeda el al., l'élimination des 
cellules TregN ne diminuait aucunement la suppression affectant les cellules T et ne 
permettait pas un meilleur contrôle du parasite lors des infections par Pca (Cambos el al., 
2008). Les cellules TregN sont capables d'inhiber la production d'anticorps des cellules B in 
vivo et ainsi d'affecter une des composantes importantes d'une réponse immunitaire de type 
Th2 (Lim el al., 2005). Du fait que l'induction d'une forte réponse de type Th2 semble 
cruciale pour la résolution des infections par Py (et non par Pca) (Taylor-Robinson el al., 
1993), ceci pourrait expliquer pourquoi la déplétion des cellules TregN semble avoir eu un 
impact bénéfique sur la résolution de l'infection dans le modèle employé par Hisaeda el al 
alors que nous n'avons pas observé de tel effet dans notre modèle d'infection par Pca. 
Notre étude suggérait pour la première fois que les cellules TregN puissent jouer un 
rôle bénéfique pour l'hôte lors des infections par Plasmodium en permettant de contenir la 
réponse inflammatoire et en limitant ainsi la pathologie. Une étude ultérieure, menée avec 
PbA et allant dans le sens de nos résultats, a démontré que les cellules TregN permettent 
d'empêcher le développement de la MC chez les souris BALB/c (Nie el al., 2007). Dans ce 
modèle expérimental, il semblerait que l'activation des cellules TregN (et plus 
particulièrement leur sécrétion d 'IL-I 0) permette de contrôler rapidement l'activation des 
cellules Th 1 et ainsi d'empêcher le développement de la pathologie. Dans ce contexte, 
l'élimination des cellules TregN conduit au développement de la MC chez 20% des souris 
BALB/c (contre 0% chez des souris BALB/c témoins) sans toutefois affecter la cinétique 
d'infection. En 2008, Couper el al. ont remis en question les résultats de Hisaeda el al. 
présentés précédemment (Hisaeda el al., 2004; Couper el al., 2008). Après avoir essayé 
diverses souches de souris (BALB/c et C57BL/6), diverses doses infectieuses (103 ou 104 GR 
parasités par PyL) et différents protocoles d'élimination des cellules TregN, Couper el al. 
n'ont pas réussi à reproduire les résultats d'Hisaeda el al. montrant que l'activation des 
cellules TregN nuisait au contrôle du parasite et était responsable de la mort des souris 
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(Couper et al., 2008). De manière conciliatoire, il a été suggéré que les résultats contrastants 
obtenus par ces deux études puissent reposer sur une différence au niveau de la flore gastro­
intestinale des souris qui pourrait moduler le développement des cellules TregN (Strauch et 
al., 2005; Belkaid et Tarbell, 2009; Hansen et Schofield, 2010). A la vue de ces différentes 
études, et ce contrairement aux premiers résultats obtenus par Hisaeda et al. (Hisaeda et al., 
2004), il semblerait que l'activation des cellules TregN soit un mécanisme protecteur mis en 
place pour contrôler l'inflammation et diminuer la pathologie (à la fois l'anémie (Cambos et 
al., 2008) et la MC (Nie et al., 2007)) associée aux infections par Plasmodium. 
Toutefois, il semblerait que l'importance des TregN dans le contrôle du développement 
de la pathologie dépende de la souche de parasite ainsi que du bagage génétique de la souris 
(Tabl. 5.1). Ainsi, contrairement à l'impact positif significatif de l'activation des cellules 
TregN sur la pathologie associée aux infections par PcaDS que nous avons rapporté (Cambos 
et al., 2008), l'élimination de ces cellules ne semble avoir aucun effet sur le développement 
de l'anémie lors des infections par PyL (Couper et al., 2008). Cette différence pourrait être 
due au fait que le parasite PyL induit une inflammation moins prononcée que le PcaDS. Cette 
hypothèse est soutenue par nos résultats rapportant que lors des infections par le PcaDK, une 
souche de parasite induisant une inflammation plus réduite que la souche PcaDS, 
['élimination des cellules TregN affecte très peu le degré d'anémie. De même, le bagage 
génétique de la souris semble moduler l'impact des cellules TregN lors des infections par 
Plasmodium. Alors que l'élimination des cellules TregN avec un anti-CD25 favorise le 
développement de la malaria cérébrale chez les souris BALB/c infectées avec le PbA, 
l'absence de ces cellules chez les souris C57BL/6 provoque une diminution marquée des 
symptômes neurologiques tout en prolongeant leur survie. Ce traitement ne permet cependant 
pas de sauver les souris C57BL/6 puisqu'elles vont développer une hyperparasitémie associée 
à une anémie fatale (Amante et al., 2007; Vigario et al., 2007; Randall et al., 2008). Chez les 
souris C57BL/6, J'élimination des cellules TregN amène à un meilleur contrôle du parasite en 
début d'infection permettant de diminuer l'accumulation des GR parasités et le recrutement 
des cellules T CD8+ au niveau du cerveau, deux facteurs déterminants dans le développement 
de la MC (Amante et al., 2007; Randall et al., 2008). Il semblerait que cette diminution de la 
pathologie soit associée à une activation accrue des cellules T et à une production plus 
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importante d'IFN-y en début d'infection (Hansen et Schofield, 2010). Ces résultats sont 
cependant à interpréter avec réserve. En effet, puisque l'administration d'anti-C025 élimine 
les cellules exprimant le marqueur C025, il est possible que dans un contexte d'infection ce 
traitement affecte les cellules T effectrices ayant acquis l'expression de ce marqueur suite à 
leur activation. Même si dans les études décrites précédemment, l'administration de l'anti­
C025 est effectuée de 1 à 15 jours avant le début de l'infection et que des cellules T 
effectrices activées soient observables pendant l'infection, il est impossible d'exclure 
l'éventualité que ce traitement puisse affecter la viabilité et/ou l'activité des cellules T 
effectrices. Puisque de nombreuses études rapportent que la MC est due à une accumulation 
de cellules T activées au niveau du cerveau, il est envisageable que la diminution de la MC 
suite à l'administration d'anti-C025 chez les souris C57BL/6 infectées par le PbA soit reliée 
à une altération des cellules T effectrices et non à l'élimination des cellules TregN tel que 
suggéré précédemment. Afin de contourner la limitation liée à l'utilisation de l'anti-CD25, 
des souris DEREG (de l'anglais « Depletion of Regulatory T cells ») ont été développées afin 
que leurs cellules FOXP3+ (cellules TregN) expriment le récepteur de la toxine diphtérique. 
Ainsi, l'administration de cette toxine permet d'éliminer de manière spécifique les cellules 
TregN sans affecter les cellules T effectrices. L'utilisation de ces souris a montré que 
l'élimination des cellules TregN n'avait pas d'impact bénéfique sur les infections par PbA 
tant au niveau de la cinétique d'infection qu'au niveau de la pathologie (Steeg et al., 2009). 
Au contraire, il a été noté que l'élimination des cellules TregN avait tendance à accélérer 
l'apparition des symptômes neurologiques et la mort des souris (Steeg et al., 2009). Cette 
dernière étude vient donc contredire les études précédentes utilisant l'anti-CD25 lors des 
infections par PbA chez les souris C57BL/6 (Amante et al., 2007; Vigario et al., 2007; 
Randall et al., 2008). Le rôle des cellules TregN dans le développement de la MC reste donc 
un sujet controversé. À la vue de ces résultats, il serait intéressant d'utiliser les souris 
DEREG dans notre modèle d'infection afin de confirmer les résultats obtenus suite à 
l'élimination des cellules TregN par l'anticorps anti-CD25. 
V:2













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Plusieurs études ont aussi évalué Je rôle des cellules TregN chez des patients atteints de 
la malaria mais de nombreux facteurs dont la présence éventuelle d'infections multiples chez 
les patients, la variabilité génétique, l'âge ainsi que la région de résidence compliquent 
l'interprétation de ces résultats (Tabl. 5.2). La plupart des études révèlent une corrélation 
entre le nombre de cellules TregN dans le sang des patients, la sévérité des symptômes de la 
maladie et la parasitémie (Walther et al., 2005; Todryk et al., 2008; Minigo et al., 2009). 
Cependant, aucune étude n'a prouvé que l'activation des cenules TregN soit responsable de 
la pathologie exacerbée et du contrôle moins efficace du parasite chez ces patients. Les TLR 
étant connus pour induire l'activation et la prolifération des cellules TregN, il a été proposé 
que la stimulation du TLR9 et du TLR2 (par l'HZ et le GPI respectivement) pourrait être 
impliquée dans j'activation des cellules TregN pendant les infections par Plasmodium 
(Gazzinelli et Denkers, 2006). 
Malgré le nombre important d'études citées à l'instant, le rôle des cellules TregN 
semble assez modeste lors des infections par Plasmodium. A l'exception de l'étude de 
Hisaeda et al. où la déplétion des TregN a permis d'augmenter considérablement l'efficacité 
de la réponse contre le Plasmodium, les autres études ont suggéré un rôle mineur pour ces 
cellules dans le contrôle de la pathologie ou de la réponse antiparasite. Certaines études 
indiquent que les cellules TregI pourraient, elles aussi, jouer un rôle dans le contrôle de la 
pathologie et du parasite lors des infections par Plasmodium. Dans ce contexte, Wong et al. 
ont rapporté que les infections par Plasmodium généraient des CD régulatrices capables 
d'induire des cellules T CD4+ productrices d'IL-IO ayant un phénotype semblable aux 
cellules Trl (Wong et Rodriguez, 2008). Lors des infections par PyL, il a aussi été observé 
que l'activation d'une population de cellules TregI interfère avec le contrôle efficace du 
parasite en sécrétant de l'IL-l 0 (Couper et al., 2008). De leur côté, Riley et al. ont démontré 
que les antigènes de Plasmodium falciparum activent des cellules TregI exprimant le 
marqueur CD8 et étant responsables de l'inhibition de la prolifération des cellules 
mononucléaires périphériques du sang de certains patients atteints de la malaria (Riley et al., 




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































5.1.2. Implication des MP dans l'inhibition des cellules T lors des infections par 
Plasmodium 
Plusieurs études ont suggéré que la suppression des cellules T lors des infections par 
Plasmodium serait induite par des cellules ayant un phénotype rappelant celui des MP 
(Warren et Weidanz, 1976; Correa, Narayanan et Miller, 1980; Luyendyk et a!., 2002). Bien 
que des études suggèrent l'implication de facteurs solubles produits par les MP (Scorza et al., 
1999; Luyendyk et al., 2002), il n'est pas exclu que la stimulation de certains récepteurs 
inhibiteurs à la surface des cellules T soit aussi impliquée. Le caractère suppressif des MP 
semble être proportionnel à la parasitémie (Mahajan et al., 1986; Ahvazi, Jacobs et 
Stevenson, 1995; Scorza et a!., 1999) et induit suite à l'ingestion d'HZ (Morakote et Justus, 
1988; Scorza et a!., 1999). L'identité des facteurs solubles responsables de l'inhibition des 
cellules T reste controversée. D'une part, des études ont rapporté que l'inhibition pouvait être 
réduite voire éliminée par l'ajout d'indométhacine et/ou de L-NG-monométhyle arginine (L­
NMMA) suggérant ainsi l'implication des PGE et/ou du NO (Riley et a!., 1989; Rockett et 
al., 1994; Ahvazi, Jacobs et Stevenson, 1995). D'autre part, deux études plus récentes ont 
démontré que la suppression des cellules T par les MP était due à la sécrétion de facteurs 
solubles autres que la PGE2, le NO, le TGF-~ ou encore l'IL-IO (Scorza et al., 1999; 
Luyendyk et al., 2002). L'utilisation de modèles expérimentaux différents (parasite / hôte / 
origine des MP) serait à l'origine de ces résultats contrastants. 
L'activation des cellules T peut aussi être modulée par la stimulation de récepteurs 
membranaires inhibiteurs. Dans ce contexte, la stimulation des récepteurs CTLA-4 et PD-1 
par les molécules CD80/CD86 ou PD-1 LlPD-2L respectivement inhibe l'activation des 
ceJlu les T (Alegre, Frauwirth et Thompson, 2001; Keir et al., 2008). En particulier, 
l'interaction de ces récepteurs avec leur ligand provoque une inhibition de la prolifération et 
de la sécrétion de cytokines des cellu les T en réponse à la stimu lation via leur TCR (Freeman 
et al., 2000; Vaidya et Pearce, 2004; Parry et al., 2005; Trautmann et al., 2006). Plusieurs 
études rapportent que les infections par Plasmodium sont associées à une expression 
importante du récepteur CTLA-4 à la surface des cellules T (principalement les cellules 
CD4+) (Jacobs et al., 2002; Braun et a!., 2003; Jacobs et al., 2004; Lepenies et al., 2007). 
Lors des infections de souris C57BLl6 par le PhA, la neutralisation de ce récepteur avec un 
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anticorps anti-CTLA-4 a provoqué une exacerbation de la pathologie et une mort prématurée 
des souris sans permettre de ralentir Je développement du parasite (Jacobs et al., 2002; Jacobs 
et al., 2004). La pathologie excessive suite à la neutralisation du CTLA-4 semble dépendre 
d'une sur-activation des cellules T CD4+ ainsi que de la sécrétion d'IL-12 et d'IFN-y (Jacobs 
et al., 2002; Jacobs et al., 2004). Une étude similaire menée avec des souche virulente et non 
virulente de Py a abouti à des conclusions similaires (Lepenies et al., 2007). Ainsi, il 
semblerait que la stimulation du récepteur CTLA-4 puisse être impliquée dans la suppression 
affectant les cellules T pendant les infections par Plasmodium (Cambos et al., 2008). De plus, 
il semblerait que ce processus permette de contrôler l'activation des cellules T CD4+ afin 
d'éviter le développement d'une inflammation et d'une pathologie excessive sans toutefois 
interférer de façon importante avec le contrôle du parasite. Le rôle protecteur du CTLA-4 
semble d'autant plus important lors des infections par des parasites virulents (Jacobs et al., 
2002; Jacobs et al., 2004; Lepenies et al., 2007). 
A notre connaissance, aucun article n'a étudié l'expression du récepteur PD-l lors des 
infections par Plasmodium. Des expériences préliminaires réalisées dans notre laboratoire ont 
démontré que le PD-l était fortement exprimé par les cellules T CD4+ et CD8+ de la rate de 
souris infectées par PcaDS et PcaDK au pic d'infection (résultats non publiés). De manière 
intéressante, les infections virales chroniques sont caractérisées par la présence de cellules T 
« fatiguées» (pour l'anglais « exhausted ») exprimant fortement le récepteur PD-l et ayant 
perdu leur capacité à proliférer et à sécréter diverses cytokines rappelant fortement le 
phénotype des cellules T provenant de souris infectées par Pca (Barber et al., 2006; Blattman 
et Greenberg, 2006; Trautmann et al., 2006). Barber et al. ont démontré que, lors des 
infections chroniques par le virus lymphocytique choriomeningitis (LCMY), l'utilisation 
d'anticorps anti-PD-l afin de neutraliser l'activation de ce récepteur par son ligand, permet 
aux cellules T CD8+ « fatiguées» de retrouver leur capacité à proliférer et à sécréter diverses 
cytokines dont l'IFN-y. (Barber et al., 2006). De plus, la neutralisation du PD-l permet de 
réduire la charge virale et de résoudre l'infection. Trautmann et al. sont arrivés à des 
conclusions simi laires lors d'infections avec le YIH (Trautmann et al., 2006). À la vue des 
similarités entre l'inhibition affectant les cellules T lors des infections virales chroniques et 
lors des infections par Plasmodium, il serait intéressant d'évaluer l'impact de la neutralisation 
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du PD-I pendant la malaria afin d'étudier J'importance de ce récepteur dans la suppression 
des cellules T et dans la résolution de l'infection. De manière surprenante, les cellules T 
provenant de souris infectées par le Pca sont capables de sécréter des quantités normales 
d'IFN-y en réponse à la stimulation de leur TCR alors que la sécrétion d'IL-2 et la 
prolifération sont fortement inhibées (Cambos el al., 2008). Cette particularité n'entre pas en 
désaccord avec l'hypothèse selon laquelle la stimulation du PD-l serait responsable de 
l'inhibition affectant les cellules T pendant les infections par Plasmodium. En effet, suite à la 
stimulation de ce récepteur, les cel lu les T deviennent progressivement dysfonctionnelles et la 
perte de la capacité à produire l'IFN-y est l'une des dernières étapes de ce processus 
apparaissant après l'inhibition de la prolifération et de la sécrétion d'IL-2 (Blattman et 
Greenberg, 2006). A J'instar du récepteur CTLA-4, la stimu lation du PD-I pourrait 
représenter un mécanisme protecteur permettant de limiter l'activation excessive des cellules 
T et de diminuer la pathologie associée à certaines infections (Barber el al., 2006; Lepenies el 
al.,2007). 
Bien que les cellules TregN ne semblent pas impliquées dans Ja suppression affectant 
les cellules T lors des infections par Pca, l'activation de ces dernières semble permettre de 
limiter l'inflammation et le développement de l'anémie (Cambos el al., 2008). En diminuant 
la production de cytokines pro-inflammatoires, l'activation des cellules TregN permettrait de 
réduire la détérioration et la lyse des GR sains, d'inhiber l'activité phagocytaire des MP 
(ralentissant ainsi l'élimination des GR abîmés) ainsi que de favoriser l'érythropoïèse au 
niveau de la moelle osseuse (Chang et Stevenson, 2004). Bien que l'activation des cellules 
TregN semble limiter l'anémie lors des infections par Plasmodium, d'autres mécanismes 
comme J'inhibition de la sécrétion d'IL-12 tendent à inhiber l'érythropoïèse et à favoriser le 
développement de cette pathologie. Notre second axe de recherche a permis de démontrer que 
l'ingestion d'HZ et d'HE par les MP serait à l'origine de l'inhibition de leur sécrétion d'IL­
12 permettant ainsi d'identifier les facteurs potentiellement responsables de la 
dysérythropoïèse observée pendant les infections par Plasmodium. 
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5.2. Modulation de la sécrétion d'IL-12 des macrophages lors de la 
malaria 
Les infections par Plasmodium sont reconnues pour être associées à une inhibition de 
la sécrétion d'IL-12 des MP (voir sect. 1.3). A la vue du rôle primordial de l'IL-12 dans le 
processus érythropoiétique et dans le contrôle du parasite, il est important de mieux 
comprendre les mécanismes aboutissant à son inhibition pendant la malaria. Dans cette étude, 
nous avons démontré que l'ingestion d'HE et d'HZ inhibe de la sécrétion d'IL-12 des MP 
suite à la stimulation du TLR4 avec le LPS ou avec la combinaison IFN-y/LPS (Cambos et 
al., 2010). Les MP interna!isant des quantités importantes d'HZ et d'HE lors des infections 
par Plasmodium, l'accumulation intracellulaire de ces composés ferriques et/ou de leurs 
produits de dégradation (Nagababu et Rifkind, 2000; Nagababu et Rifkind, 2004) pourrait 
être impliquée dans l'inhibition de !'IL-12 pendant la malaria. Néanmoins, notre étude in 
vitro ne reflète pas toute la complexité des infections par Plasmodium. En effet, l'HZ et l'HE 
sont ingérées simultanément lors des infections par Plasmodium. Étant donné que ces 
composés agissent de manière différente sur le niveau de GSH intracellulaire et sur la 
production d'IL-IO (Cambos et al., 2010), il est important d'évaluer si leur ingestion 
simultanée donne lieu à des effets synergiques ou antagoniques sur la sécrétion d'IL-12 des 
MP. Ensuite, il sera important de déterminer le mécanisme conduisant à l'activation de la 
sécrétion d'IL-I 2 pendant les infections par Plasmodium afin de pouvoir évaluer le pouvoir 
inhibiteur de J'HE et de ['HZ sur la sécrétion d'IL-12 induite par ce type de stimulation. fi a 
été suggéré que le GPI exprimé à la surface de Plasmodium semble impliqué dans 
l'activation des TLR2 et 4 alors que l' HZ et/ou l'ADN du parasite pourraient se lier au TLR9 
(Coban et al., 2005; Krishnegowda et al., 2005; Campino et al., 2009; Shio et al., 2010). Il 
n'est pas exclu non plus que la stimulation de CD40 par son ligand, lors de l'interaction entre 
les MP et les cellules T, puisse aussi être impliquée dans l'induction d'IL-12 pendant la 
malaria. Des expériences préliminaires ont montré que l'induction de la sécrétion d'IL-12 via 
la stimulation du TLR2 par le Pam3Cys4 est elle aussi affectée par l'HZ démontrant que 
l'effet inhibiteur de ce biocristal n'est pas limité à la stimulation des MP par le LPS (Scorza 
T., résultats non publiés). 
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De manière intéressante, l'inhibition de la signalisation via le TLR4 par l'HZ et l'HE 
pourrait avoir des répercussions sur l'efficacité de la réponse inflammatoire dirigée contre 
d'autres pathogènes. En particulier, ce phénomène pourrait être à l'origine de la sensibilité 
accrue des patients atteints de la malaria aux infections par certaines bactéries comme les 
Salmonelles (Mabey, Brown et Greenwood, 1987). 
5.2.1. Effets associés à l'HZ 
Dans notre étude, nous avons démontré que l'HZ inhibe la sécrétion d'IL-12 des 
BMDM en réponse au LPS ou à une combinaison IFN-y/LPS (Cambos et al., 2010). Dans ces 
conditions, la manière dont l'HZ module la sécrétion d'IL-I2 reste incertaine et semble 
indépendante de l'activation de la MAPK p38, de l'induction d'un stress oxydatif et de la 
sécrétion d'IL-lO (Cambos etaI., 2010). 
De manière générale, la façon dont l'HZ agit sur la physiologie des phagocytes reste 
mal connue. Certaines études indiquent que les effets de l'HZ sont dus à la génération de 
ROS (Taramelli et al., 1995; Taramelli et al., 2000) qui pourrait moduler certaines voies 
métaboliques dont les voies MAPK ERK 1/2 (de l'anglais « extraceJlu lar signal-regu lated 
kinases 1/2 ») et NFKB (Jaramillo et al., 2003; Jaramillo, Godbout et Olivier, 2005). Il est 
important de noter que la production de ROS induite par 1'HZ est transitoire et disparaît après 
quelques heures d'incubation (Cambos et al., 2010; Shio et al., 2010). Notre étude évaluant 
l'effet d'un prétraitement de 24 h avec l'HZ sur la production d'IL-I2 des MP, il est peu 
probable que les ROS induits dans les premières heures de contact avec le biocristal soient 
responsables de l'inhibition de cette cytokine. Cependant, il est envisageable que ces ROS 
aient modifié la physiologie des MP et que cela ait des répercussions sur l'induction de la 
production d'IL-12 même 24 h après le début du prétraitement avec l'HZ. La neutralisation 
des ROS lors de premières heures de prétraitement avec l'HZ pourrait permettre de clarifier 
ce point. 
Nos résultats suggèrent qu'après quelques heures d'incubation avec l'HZ, le niveau de 
GSH intracellulaire augmente et la production basale de ROS diminue (Cambos et al., 2010). 
Cet effet provient vraisemblablement de l'inhibition de l'assemblage membranaire de la 
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NADPH oxydase, la source majeure de ROS chez les phagocytes, par un mécanisme 
impliquant l'inhibition de la PKC (Schwarzer et Arese, 1996) (Fig. 1.13). A la vue du rôle 
clef des ROS dans l'activation du NFKB (Gloire, Legrand-Poels et Piette, 2006) et dans 
l'induction de la signalisation cellulaire découlant de la reconnaissance du LPS par le TLR4 
(Triantafilou et a!., 2002; Park et al., 2004), l'inhibition de la NADPH oxydase par l'HZ 
pourrait avoir des répercussions importantes sur la sécrétion d'IL-12 des MP. Afin de 
confirmer cette hypothèse, l'activation de la NADPH oxydase et la synthèse de ROS suite à 
la stimulation par le LPS ou la combinaison lFN-y/LPS pourraient être évaluées chez des MP 
prétraités à l'HZ. D'autre part, une étude récente réalisée dans notre laboratoire (Scorza T, 
résultats non publiés) révèle une inhibition de l'expression membranaire des TLR4 et TLR2 
chez les MP traités avec l'HZ. Après 8 h d'incubation, l'expression de ces récepteurs chute 
de 30 à 40% et ceci est en corrélation directe avec la chute progressive des ROS. Ces 
résultats suggèrent que l'inhibition de la production de ROS par l'HZ pourrait affecter 
l'expression de certains TLR et/ou leur translocation au niveau de la membrane, ce qui 
pourrait être impliqué dans la réponse réduite des MP à la stimulation par le LPS observée 
dans notre étude. 
L'HZ pourrait aussi inhiber la production d'IL-12 des MP en induisant une tolérance 
au LPS (West et Heagy, 2002). Dans les modèles de choc endotoxique, le LPS provoque la 
sécrétion importante de diverses cytokines pro-inflammatoires par les MP ce qui entraine le 
développement de graves lésions pouvant conduire à la mort des souris (Cross, 2002; Luan et 
a!., 2007). La pré-exposition des souris à des doses faibles de LPS permet à ces dernières de 
survivre à des doses normalement létales de cette même endotoxine. Ce phénomène est 
connu sous le nom de tolérance au LPS et est dû au fait que suite à une première exposition à 
l'endotoxine, les MP deviennent réfractaires à la stimulation et produisent peu de cytokines 
pro-inflammatoires (Varma et al., 2001; Wysocka et a!., 2001; Cross, 2002; Dobrovolskaia et 
Vogel, 2002; Sato et al., 2002). De manière intéressante, la stimulation de TLR autres que le 
TLR4 peut induire une tolérance des MP au LPS (Sato et al., 2002). Bien que cela reste 
controversé, certaines études indiquent que l'HZ serait capable d'activer le TLR9 (Coban et 
a!., 2005). Ainsi, il est envisageable que la stimulation de ce récepteur durant le prétraitement 
des MP avec l'HZ puisse induire une tolérance au LPS qui serait responsable de l'inhibition 
de la production d'IL-12 observée dans notre étude (Cambos et a!., 2010). Cette hypothèse 
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est supportée par une étude ayant rapporté que les infections par Plasmodium semblent 
induire une tolérance au LPS chez les CD et que l'intensité de l'inhibition affectant ces 
cellules est en corrélation directe avec la quantité d'HZ qu'elles ont ingérée (Perry el al., 
2005). Les monocytes et les MP internalisant eux aussi des quantités importantes d'HZ lors 
des infections par Plasmodium, il est probable que les observations de Perry et al. soient 
extrapolables aux différents phagocytes. Afin de confirmer cette théorie, l'inhibition de la 
production d'autres cytokines pro-inflammatoires sécrétées en réponse au LPS (comme le 
TNF-o., l'IL-l, l'IL-6 et l'IL-8) devra être évaluée suite au prétraitement des MP par l'HZ. 
Des observations préliminaires, nécessitant de plus amples approfondissements, nous ont 
permis de montrer que le prétraitement avec l'HZ n'inhibait pas la production de TNF-o. en 
réponse au LPS. Afin de confirmer ou d'infirmer l'implication de la tolérance au LPS dans 
l'inhibition de la sécrétion d'IL-12 par l'HZ, il serait intéressant d'évaluer l'effet inhibiteur 
de ce biocristal chez des souris TLR9-1-. 
5.2.2. Effets associés à l'HE 
Nous avons démontré que l'HE inhibe la sécrétion d'IL-12 suite à la stimulation avec 
la combinaison IFN-y/LPS en interférant principalement avec l'effet synergique de !'IFN-y 
(Cambos et al., 2010). Plus précisément, le pouvoir inhibiteur de l'HE sur la sécrétion d'IL­
12 semble dépendre de sa capacité à interférer avec la réduction de la sécrétion d'IL-IO par 
l'IFN-y (Cambos el al., 2010). Étant donné que l'IFN-y diminue la sécrétion d'IL-IO en 
réponse au LPS en inhibant l'activation des MAPK p38 et ERK-1/2 ainsi que de la voie de 
signalisation AKT/PI3K, nous proposons que l'HE interfère avec ces processus (Hu et al., 
2006; Saraiva et O'Garra, 2010). Bien que nos résultats démontrent que l'activation de la 
MAPK p38 soit impliquée dans l'inhibition de l'IL-I2 par l'HE, il serait intéressant d'évaluer 
si l'inactivation des voies ERK-1/2 et AKT/PI3K par l'IFN-y est elle aussi affectée par ce 
composé ferrique. 
Bien que l'inhibition de la sécrétion d'IL-12 des MP par l'HE dépende du stress 
oxydatif, de la sécrétion accrue d'IL-I 0 et de la MAPK p38, le mécanisme précis conduisant 
à ces modulations reste à déterminer (Cambos et al., 2010). L'HE étant un inducteur puissant 
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de la HO-l, l'activité de cette enzyme pourrait être impliquée dans l'inhibition de la sécrétion 
d'IL-12 des MP en réponse à la stimulation IFN-y/LPS. Diverses pathologies résultant 
d'agressions oxydatives ou inflammatoires sont associées à une induction de la HO-l (Choi 
et Alam, 1996; Maines, 1997; Galbraith, 1999; Otterbein et Choi, 2000; Wagener et al., 
2003; Rushworth et O'Connell, 2004) et de nombreuses études accordent des propriétés anti­
inflammatoires à cette enzyme (Wagener et a!., 2003). En particulier, il a été observé que les 
souris déficientes en HO-l ont une activation accrue de NFlCB suite au traitement avec de 
l'Hb (Nath et al., 2001). De plus, la HO-l est capable de diminuer la production d'IL-] ~ et de 
TNF-a. des monocytes traités avec des LDL oxydés (Ma et al., 2007) ou du LPS (Drechsler et 
a!., 2006) en activant la MAPK p38 et en inhibant NFK.8. L'IL-12 étant une cytokine pro­
inflammatoire dont l'expression est en partie contrôlée par la MAPK p38 et le facteur de 
transcription NFK.8, ces études confirment que l'activation de la HO-l pourrait jouer un rôle 
dans l'inhibition de cette cytokine par l'HE. Les effets anti-inflammatoires de la HO-l 
semblent plus particulièrement dus au CO produit suite à la dégradation de l'HE et ayant la 
capacité de moduler l'activation de la MAPK p38 et du NFKB (Otterbein et al., 2000; Morse 
et a!., 2003; Wagener et al., 2003; Hegazi et al., 2005). En particulier, il semblerait que le CO 
empêche ['activation de la NADPH oxydase nécessaire à la migration du TLR4 au niveau des 
radeaux lipidiques et à l'activation du NFK.8 et des MAPK suite à la reconnaissance du LPS 
(Nakahira et a!., 2006). 
Plusieurs études ont démontré que la sécrétion d'IL-12 est régulée par l'activation de la 
HO-I et/ou la présence de CO. Ainsi, Hegazi et al. ont montré que l'administration de CO est 
capable de réduire l'inflammation associée aux colites induites par une réponse de type Th 1 
exagérée en provoquant une diminution significative de l'IL-12 et du TNF-a. dans les 
sécrétions intestinales (Hegazi et al., 2005). Des expériences in vitro additionnelles ont 
démontré que le CO diminue la sécrétion d'IL-12 par les MP en réponse à la stimulation IFN­
y/LPS. Dans cette étude, le CO affecte principalement l'effet synergique de l'IFN-y sur la 
production d'IL-12 induite par le LPS, ce qui rappelle fortement nos résultats obtenus avec 
l'HE (Hegazi et al., 2005; Cambos et al., 2010). Cependant, l'effet inhibiteur du CO semble 
indépendant de l'IL-IO, de la MAPK p38 ainsi que du NO (Hegazi et al., 2005). Des études 
similaires menées avec des CD ont montré que l'activation de la HO-I avec la cobalt 
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protoporphyrine IX (CoPPI X) conduisait à une inhibition de la sécrétion d'IL-12 en réponse 
au LPS (Chauveau et al., 2005; Remy et al., 2009). Cette inhibition est associée à une 
diminution de la production de ROS par les CD (Chauveau et al., 2005) et dépend d'une 
réduction de l'activation du NFKB et de l'IRF3 (Remy et al., 2009). A la vue de ces études, il 
serait intéressant d'évaluer l'impact de la neutralisation de la HO-l sur l'inhibition de la 
sécrétion d'IL-12 des MP par l'HE. 
Comme décrit précédemment, l'inhibition de l'IL-12 par l'HE est associée à une 
augmentation de la sécrétion de ]'IL-IO. En plus d'être responsable de l'inhibition de la 
sécrétion de l'IL-12, l'augmentation de la production d'IL-JO par les !VIp pourrait avoir 
d'autres répercussions sur l'infection par Plasmodium. D'une paIt, la sécrétion d'IL-IO 
induite par l'HE pourrait influencer le développement de l'anémie. Une étude rapporte 
notamment que, pendant les pathologies inflammatoires, l'IL-I 0 favorise le développement 
de l'anémie en limitant la disponibilité du fer pour les progéniteurs érythropoiétiques (Tilg et 
al., 2002). La malaria étant une pathologie inflammatoire associée à une anémie sévère, il est 
envisageable que la sécrétion d'IL-IO induite par l'HE soit impliquée dans la 
dysérythropoïèse observée lors des infections par Plasmodium. En revanche, d'autres études 
ont rapporté que l'IL-IO pourrait stimuler l'érythropoïèse in vitro (Wang, Udupa et 
Lipschitz, 1996) et que sa présence en faible quantité serait associée à des cas d'anémies 
sévères chez les patients atteints de la malaria (Othoro et al., 1999; Nussenblatt et al., 2001; 
Lyke et al., 2004; Ageely, Dawoud et Heiba, 2008; Ouma et al., 2008). D'autre palt, l'IL-IO 
est aussi connue pour ses propriétés immunosu ppressives et pourrait 1imiter la réponse 
antiparasite (Asadullah, Sterry et Volk, 2003). Bien que la présence de cette cytokine soit 
nécessaire à la résolution des infections par Plasmodium sans pathologie excessive (Li et al., 
2003), son augmentation suite à l'ingestion d'HE par les MP pourrait favoriser le 
développement du parasite et condu ire à la mort des souris (Couper et al., 2008). Le but de 
notre étude n'étant pas d'évaluer J'impact de la modulation de l'IL-IO par l'HE, cette partie 
ne sera pas traitée plus en détails. 
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Lors des infections par Plasmodium, divers composés ferriques dont l'HZ, l'HE et 
l'Hb sont ingérés par les MP via la phagocytose de GR parasités ou abîmés ainsi que via 
l'ingestion d'HE ou d'Hb libérées dans le sang. D'une part, notre étude a démontré que 
l'ingestion d'HZ et d'HE inhibe la sécrétion d'IL-12 des MP. D'autre part, diverses études 
ont aussi rapporté que l'internai isation d' HZ ou d' Hb cause de nombreuses dysfonctions des 
phagocytes (voir par. 1.3.2.3). Ainsi, il semblerait que l'accumulation intracellulaire de ces 
composés ferriques affecte divers aspects de la physiologie des MP. À la vue du large spectre 
des dysfonctions affectant les MP, il est envisageable que J'accumulation de ces composés 
ferriques affecte la viabilité des MP. Notre troisième axe de recherche, évaluant l'impact 
d'une érythrophagocytose importante sur la viabilité des MP, a permis de confirmer que 
l'internalisation de quantités importantes d'Hb et d'HE induit ]'apoptose des phagocytes 
(Cambos et Scorza, 2011). 
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5.3. Érythrophagocytose et viabilité des macrophages 
5.3.1. Effet de l'HZ sur l'apoptose des MP pendant les infections par Plasmodium 
Pendant les infections par Plasmodium, les MP phagocytent des quantités importantes 
de GR non-parasités contenant de !'Hb et de GR parasités contenant un mélange d'Hb et 
d'HZ. Ainsi, lors des infections par Plasmodium, les MP ingèrent de ['Hb, dont l'HE va 
induire l'apoptose (Cambos et Scorza, 2011), mais aussi de l'HZ dont le rôle n'a pas été 
caractérisé dans notre étude. Une fois phagocytée, l'HZ s'accumule dans les lysosomes des 
MP où elle persiste pendant de longues périodes (Schwarzer et al., 1999). Bien que suite à 
l'ingestion de l'HZ, les MP restent capables de dégrader l'HE libre via l'activation de la HO­
l, ['HE complexé sous forme d'HZ n'est pas éliminée. Les phagocytes semblent incapables 
de dissocier le biocrista[ d'HZ et de libérer les molécules d'HE rendant ainsi impossible 
l'activité enzymatique de la HO-l (Schwarzer et al., 1999; Taramelli et al., 2000). Bien que 
de nombreuses études aient démontré que l'ingestion d'HZ affecte diverses fonctions 
effectrices des phagocytes (voir par. ] .3.2.3), ce composé ferrique ne semble pas diminuer [a 
viabilité des MP (résultats non publiés et (Scorza et al., 1999)). De manière intéressante, nous 
avons observé que l'HZ semble augmenter sensiblement la viabilité des MP de [a lignée 
J774A.l in vitro (résultats non publiés). Ainsi, il est envisageable que l'HZ provenant des GR 
parasités puisse tempérer le pouvoir pro-apoptotique de l'HE et limiter l'apoptose des MP 
suite à l' érythrophagocytose lors des infections par Plasmodium. Cette hypothèse est 
soutenue par le fait que le traitement des MP avec des GR de souris infectées par le PcaDS 
(GRDS) (contenant de l'HZ) a tendance à induire un niveau d'apoptose moins prononcé que 
le traitement avec des GR oxydés pour des ratios MP : GR identiques et des niveaux de 
phagocytose similaires. En revanche, il est possible que le pouvoir pro-apoptotique plus 
restreint des GRDS soit dû au fait que, suite au développement du parasite, les GR parasités 
contiennent moins d'Hb que les GR non parasités et qu'ils génèrent par conséquent moins 
d'HE libre suite à leur digestion lors de l'érythrophagocytose. Afin de confirmer le rôle anti­
apoptotique de l'HZ lors de l'érythrophagocytose, il serait intéressant d'évaluer l'impact d'un 
prétraitement avec de ['HZ sur le niveau d'apoptose induit par des GR oxydés ou par l'HE. 
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Étant donné que l'HZ est capable augmente le ratio GSH/GSSG et diminue la 
production basale de ROS des MP (Schwarzer et Arese, 1996; Cambos et al., 2010; Cambos 
et Scorza, 2011), il est envisageable que son pouvoir antioxydant puisse réduire le stress 
oxydatif généré suite à l'érythrophagocytose et ainsi diminuer l'apoptose des MP. Le pouvoir 
antioxydant de l'HZ proviendrait vraisemblablement de sa capacité à inhiber la NADPH 
oxydase comme décrit précédemment (Schwarzer et Arese, 1996). De plus, il a été suggéré 
que l'HZ pourrait piéger l'HE libérée suite à la dégradation de l'Hb des GR dans les 
phagosomes et ainsi empêcher sa libération dans le cytoplasme (Schwarzer et al., 1999). Bien 
que cela reste à démontrer expérimentalement, la rétention de l'HE dans les phagosomes par 
l'HZ pourrait limiter la libération d'HE dans le cytoplasme et ainsi réduire le stress oxydatif 
et l'apoptose des MP suite à une érythrophagocytose importante. De manière intéressante, 
l'HZ semble aussi inhiber l'activité phagocytaire des MP selon un mécanisme non déterminé 
pour le moment (Schwarzer et al., 1992; Loegering et al., 1996). Ainsi, pendant les infections 
par Plasmodium, l'ingestion de GR parasités (contenant de l'HZ) pourrait ralentir la 
phagocytose ultérieure d'autres GR et ainsi retarder l'internalisation de l'HE et l'intoxication 
des MP. 
5.3.2. Réflexion sur les mécanismes conduisant à l'apoptose des MP 
Comme décrit précédemment, les MP du RES sont responsables de l'élimination des 
GR sénescents et/ou abîmés suite aux infections ou à divers stress (voir aIt. 1.4. 1 et 1.4.2). 
Bien que ce processus génère des ROS potentiellement toxiques pour les MP, dans des 
conditions physiologiques normales où la phagocytose de GR est réduite, le nombre de MP 
apoptotiques est faible (Helmby, Jonsson et Troye-Blomberg, 2000). Ces observations 
obtenues in vivo ont été corroborées in vitro dans notre étude et par d'autres équipes de 
recherche (Kondo et al., 1988; Commins, Loegering et Gudewicz, 1990; Loegering et al., 
1996; Delaby et al., 2005). La survie des MP est vraisemblablement permise grâce aux 
diverses défenses antioxydantes des MP. Pour une liste exhaustive, se référer aux articles 
suivants (Kohen et Nyska, 2002; Trachootham, Alexandre et Huang, 2009) et à la figure 5.1. 
L'apoptose que nous avons mesurée suite à une érythrophagocytose soutenue (Cambos et 
Scorza, 20 Il) reflète vraisemblablement une incapacité de ces mécanismes protecteurs à 
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contrôler efficacement le stress oxydatif induit suite à J'ingestion et à la dégradation d'un 
nombre important de GR. Ceci pourrait résulter soit de la génération d'une quantité trop 
importante de ROS conduisant à la saturation des capacités de détoxification de ces systèmes, 
soit de l'inhibition de certains mécanismes protecteurs suite à l'érythrophagocytose. En effet, 
il est possible que la phagocytose de nombreux GR inhibe l'expression ou l'activité de 
certaines enzymes impliquées dans le contrôle des ROS. Bien que nos résultats démontrent 
que l'expression de la HO-l ne soit pas affectée, il est envisageable que son activité 
enzymatique soit inhibée suite à l'érythrophagocytose. De plus, il n'est pas exclu que d'autres 
enzymes comme la catalase, la GSH peroxydase ou d'autres antioxydants intracellulaires 
puissent être inhibés par l'érythrophagocytose rendant ainsi les MP vulnérables aux attaques 
oxydatives. 
Dans un contexte d'élythrophagocytose soutenue, une accumulation intracellulaire 
importante de fer libre dans les MP pourrait contribuer à accroitre le stress oxydatif et 
provoquer l'apoptose. Une étude menée in vitro a démontré que l'ingestion de GR induit des 
changements dans la physiologie des MP (Gemsa et al., 1973). Ainsi, il a été démontré que 
les deux tiers du fer provenant de la dégradation des GR sont excrétés dans les premières 
heures suivant le début de l'érythrophagocytose. Cette excrétion massive de fer est permise 
par l'induction de la ferroportine. Après quelques heures, l'expression de ce transporteur du 
fer est inhibée et le reste du fer provenant des GR est stocké intracellulairement suite à sa 
neutralisation par la ferritine. Dans des conditions physiologiques normales Ol! les MP 
phagocytent rarement plusieurs GR à la fois, ces résultats suggèrent que la majorité du fer 
provenant de la dégradation des GR est excrétée rapidement permettant ainsi de limiter la 
quantité de fer intracellulaire. En revanche, dans des conditions d'érythrophagocytose 
soutenue Ol! les MP phagocytent successivement plusieurs GR, ces résultats indiquent que la 
majorité du fer sera stockée dans les MP à cause de J'inhibition rapide de la ferroportine 
après la phagocytose des premiers GR. Dans ces conditions, les MP accumuleraient des 
quantités importantes de fer qui pourraient éventuellement dépasser les capacités de 
neutralisation de la ferritine. L'accumulation de fer 1ibre au sein des MP pourrait accroître 
significativement le stress oxydatif produit suite à la digestion des GR en générant des OH 
selon la réaction de Fenton (Kohen et Nyska, 2002) (Fig. 1.8). La forte réactivité des OH 
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pourrait causer des dégâts importants et être responsable de l'apoptose des MP (Kohen et 
Nyska, 2002). Cette hypothèse est supportée par une étude de Balla et al. ayant démontré que 
l'administration de fer à des cellules endothéliales rendait ces cellules beaucoup plus 
sensibles au stress oxydatif (Balla et al., 1990). De manière intéressante, il a été démontré 
que l'inflammation réduisait significativement l'excrétion du fer en diminuant l'expression 
de la ferroportine des phagocytes (Fillet, Cook et Finch, 1974; Kondo et al., 1988; Delaby et 
al., 2005). Ainsi, ce phénomène pourrait renforcer l'accumulation intracellulaire du fer chez 
les MP des patients atteints de maladies hémolytiques puisque ces pathologies sont associées 
à la production de diverses cytokines pro-inflammatoires dont le TNF-a (Kwiatkowski et al., 
1990; Kuvibidila et al., 1997; McGuire et al., 1998; Wanachiwanawin et al., 1999; Seixas et 
al., 2009). 
A la vue des trois axes de recherche, nous concluons que les infections par 
Plasmodium modulent de manière importante le système immunitaire de l'hôte. Ainsi, le 
développement du parasite dans Je sang stimule l'activation et le recrutement des cellules 
TregN tout en induisant l'ingestion de quantités importantes d'HZ, d'HE et d'Hb par les MP 
vraisemblablement responsable de J'inhibition de leur sécrétion d'IL-12 et à terme de la 
diminution de leur viabilité in vivo. Connaissant l'importance de l'IL-12 et des MP dans la 
réponse antiparasite et dans le développement de l'anémie (voir par. 1.1.4.2 et 1.3.1.3), il 
serait intéressant d'évaluer l'impact de la restauration de la sécrétion de cette cytokine ainsi 
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Figure 5.1: Origine et contrôle du stress oxydatif au sein des MP suite à la phagocytose 
de GR 
Le maintien de l'équilibre redox intracellulaire est indispensable pour le fonctionnement 
optimal des cellules, Des ROS capables de moduler cette balance et de créer un stress 
oxydatif peuvent être produits au niveau des mitochondries ou dans le cytoplasme suite à 
l'activation de diverses enzymes (XO, SaD, NOS et NOX) oU à la libération de fer capable 
de réaliser les réactions de Fenton et d'Haber-Weiss. Afin de maintenir son équilibre redox, 
la cellule dispose de nombreux moyens de protection permettant de neutraliser les ROS (Ha­
l, GR, G6PD, TRX, GRX, GPX, catalase, Prx et SaD). 
(Mito-ETC: mitochondrial electron transport chain; ER: endoplasmic reticulum; NOX: NADPH 
oxidase; XO: xanthine oxidase; NOS: nitric oxide synthase; TRXolr: thioredoxin (oxidizedlreduced); 
GRXolr: glutaredoxin (oxidizedlreduced); GSSGIGSHr: glutathione (oxidizedlreduced); oxyHb: 
oxyhemoglobin; metHb : methemoglobin; RBC : red blood ceIl). 
Source: (Trachootham, Alexandre et Huang, 2009) 
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5.4. Réflexions générales 
5.4.1. Restauration de la sécrétion d'IL-I2 et de la viabilité des MP lors des infections 
par Plasmodium 
Nos résultats démontrent que l'ingestion d'HE entraine un stress oxydatif ayant des 
répercussions sur la sécrétion d'IL-12 et sur la viabilité des MP in vitro (Cambos et a!., 2010; 
Cambos et Scorza, 201 1). Les infections par Plasmodium étant associées à une 
érythrophagocytose importante de GR parasités ou abîmés ainsi qu'à des niveaux élevés 
d'Hb et d'HE libres dans le sang, les MP ingèrent des quantités importantes d'HE in vivo. 
Ainsi, il est probable que l'inhibition de la production d'IL-12 et l'apoptose des MP 
observées durant les infections par Plasmodium puissent être dues à l'induction d'un stress 
oxydatif par l'HE. Comme nous l'avons décrit précédemment, la sécrétion d'IL-12 et 
l'implication des MP dans la réponse antiparasite sont d'une importance capitale dans la 
résolution des infections par Plasmodium (voir par. 1.1.4.2). De plus, une étude a démontré 
que l'élimination des MP avant les infections par Py conduisait à un contrôle moins efficace 
du parasite et à une aggravation de l'anémie confirmant le rôle important de ces cellules 
pendant la malaria (Couper et a!., 2007). Ainsi, limiter l'ingestion d'HE par les MP ou 
tempérer le stress oxydatif associé à l'accumulation intracellulaire de cette molécule 
pourraient permettre de mieux contrôler le Plasmodium ainsi que de diminuer la pathologie 
associée aux infections. 
Plusieurs études ont démontré que la transfusion de GR sains favorise le contrôle de 
l'infection par Plasmodium (Hejna, Rencricca et Coleman, 1974; Falanga et Pereira da Silva, 
1989; Yap et Stevenson, 1994). Bien que le mécanisme par lequel la transfusion permette aux 
souris de résoudre l'infection n'ait pas été confirmé, l'hypothèse la plus probable est que ce 
traitement permettrait de limiter l'anémie, octroyant ainsi un délai supplémentaire au système 
immunitaire pour contrôler efficacement et éliminer le parasite. D'autre part, la transfusion 
diminue significativement la proportion de GR parasités/abîmés en circulation. Par 
conséquent, il est envisageable que les effets bénéfiques de ce traitement reposent sur le fait 
qu'il permette de limiter la phagocytose des GR par les MP au pic d'infection. En limitant 
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ainsi l'ingestion d'HE, il est possible que la viabilité des MP et leur sécrétion d'IL-12 soient 
améliorées permettant ainsi d'accroître leur activité antiparasitaire et de favoriser le contrôle 
du Plasmodium. Comparer l'évolution de la propOition de MP apoptotiques et la sécrétion 
d' IL-12 chez des souris témoins et transfusées pourrait permettre de val ider cette hypothèse. 
Comme décrit précédemment, les infections par Plasmodium sont associées au 
développement d'un stress oxydatif systémique s'intensifiant avec la sévérité de la maladie 
(Postma et al., 1996). Ce stress provient principalement de l'activation de la flambée 
oxydative des phagocytes, de la dégradation de l'Hb dans les GR parasités et de la production 
de ROS catalysée par l'Hb et l'HE libre (Postma et al, 1996; Becker et al., 2004; Ackerman, 
Beaudry et Fairhurst, 2009). Bien que le stress oxydatif limite le développement du parasite 
dans le GR et favorise son élimination (Hunt et Stocker, 1990; Becker et al., 2004), il est 
aussi associé au développement de diverses pathologies dont l'anémie et la MC (voir art. 
1.1.5). À la vue du caractère ambivalent du stress oxydatif lors des infections par 
Plasmodium, la modulation de ce dernier dans le but d'accroître la production d'IL-12 et la 
viabilité des MP devra être envisagée avec précaution. Des études réalisées chez la souris 
tendent à indiquer que la diminution systémique du stress oxydatif pourrait diminuer la 
pathologie et favoriser la résolution des infections par Plasmodium. Dans ce contexte, l'ajout 
de l'antioxydant hydroxyanisole butylée (BHA) dans la diète de souris AI] infectées par le 
PbA a permis de limiter considérablement le développement de la MC et a prolongé la survie 
des souris de 2 semaines (Thumwood et al, 1989). Une autre étude utilisant des souris 
DBA.2 infectées par les Pcc, a quant à elle montré que l'ajout de l'antioxydant NAC limite la 
pathologie hépatique et permet aux souris de résoudre une infection normalement létale 
(Seixas et al, 2009). Il serait intéressant de déterminer si les effets bénéfiques obtenus suite à 
l'util isation de ces antioxydants sont associés à une restauration de la sécrétion d'IL-12 et/ou 
de la viabilité des MP. Contrairement à ces deux études utilisant des modèles murins 
d'infection par Plasmodium, l'emploi de chélateurs du fer (desferoxamine, deferiprone ou 
RSF) ou d'antioxydants (NAC) afin de limiter le stress oxydatif semble donner des résultats 
moins probants chez l'homme. Alors que certaines études rapportent que l'utilisation de ces 
composés en combinaison avec des médicaments anti-malaria permet de diminuer la 
pathologie et d'accélérer l'élimination du parasite (Gordeuk et al., 1992; Gordeuk et a!., 
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1992; Lytton et al., 1993; Smith et Meremikwu, 2000; Watt, Jongsakul et Ruangvirayuth, 
2002; Smith et Meremikwu, 2003; Treeprasertsuk et al., 2003; Ackerman, Beaudry et 
Fairhurst, 2009), d'autres semblent n'accorder aucun effet bénéfique à l'utilisation de ces 
molécules dans la résolution de l'infection (Thuma et al., 1998; Smith et Meremikwu, 2003; 
Ackerman, Beaudry et Fairhurst, 2009; Charunwatthana et al., 2009). Diriger de manière plus 
précise l'action des antioxydants et des chélateurs du fer vers les cellules endommagées ou 
rendues non fonctionnelles par le stress oxydatif, comme les MP, pourrait améliorer 
l'efficacité de ces traitements chez l'homme. Cette technique permettrait de diminuer la 
pathologie et d'améliorer l'efficacité de la réponse immunitaire tout en permettant de 
maintenir le stress oxydatif systémique favorable à l'élimination du parasite (Ackerman, 
Beaudry et Fairhurst, 2009). Dans ce contexte, l'utilisation de stratégies de ciblage employant 
des microsphères de chitosan mannosylées ou des liposomes recouverts de polysaccharides 
pourraient permettre de délivrer les antioxydants et/ou les chélateurs du fer directement aux 
MP (Mukhopadhyay et al., 1989; Sihorkar et Vyas, 2001; Jiang et al., 2008). 
5.4.2. Immunosuppression pendant les infections par Plasmodium: bénéfique ou néfaste 
pour l'hôte? 
Que ce soit lors de la malaria ou lors d'infections causées par d'autres pathogènes où la 
réponse immunitaire est inhibée, l'immunosuppression est souvent considérée comme un 
élément néfaste permettant à l'agent infectieux d'échapper au système immunitaire. Depuis 
quelques années, certaines études ont démontré que l'immunosuppression peut représenter un 
mécanisme protecteur visant à contenir une réponse immunitaire excessive et dangereuse 
pour l'hôte (Belkaid et Rouse, 2005). A titre d'exemple, on pourra souligner le rôle essentiel 
de J'activité suppressive des cellules TregN dans le contrôle de l'homéostasie gastro­
intestinale. En absence de cellules TregN, une réponse immunitaire dirigée contre les 
bactéries de la flore commensale provoque une importante inflammation intestinale 
chronique (Kullberg et al., 2002). De même, la résolution des infections par Schistosoma 
dépend de la mise en place d'une réponse de type Th2 et nécessite l'activation des cellules 
TregN afin d'empêcher Je développement d'une réponse de type Th 1 associée à une 
pathologie inflammatoire létale (McKee et Pearce, 2004; Belkaid et Rouse, 2005). Dans le 
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contexte de la malaria, plusieurs études dont la nôtre (N ie et al., 2007; Cambos et al., 2008), 
ont démontré que, pendant les infections par Plasmodium, l'activité inhibitrice des cellules 
TregN permettait de limiter la pathologie conférant ainsi un rôle bénéfique à 
l'immunosuppression. 
À la vue de ces études, la dysfonction des cellules T ainsi que l'inhibition de la 
sécrétion d'IL-I2 et l'apoptose des MP étudiées dans nos recherches, pourraient, elles aussi, 
représenter des mécanismes suppresseurs permettant de limiter l'inflammation et la 
pathologie lors des infections par Plasmodium. Comme décrit précédemment, l'IL-12 est 
capable d'induire l'expression d'IFN-y chez les cellules T et NK favorisant ainsi l'activation 
des phagocytes et leur sécrétion de TNF-a. Le TNF-a étant une cytokine pro-inflammatoire 
fortement impliquée dans le développement de la pathologie associée aux infections par 
Plasmodium (Angulo et Fresno, 2002), il est envisageable que l'inhibition de la sécrétion 
d'IL-12 soit en réalité un mécanisme protecteur permettant de limiter la détérioration des 
tissus. Le caractère dangereux de fortes concentrations d'IL-12 lors des infections par 
Plasmodium tend à supporter cette hypothèse (Stevenson et al., 1995; Yoshimoto et al., 
1998). De même, les MP étant la principale source de cytokines pro-inflammatoires, leur 
apoptose pourrait permettre de limiter l'inflammation afin de réduire les dégâts tissulaires et 
la pathologie. 
Il est probable que la longue coexistence entre le Plasmodium et l'homme soit à 
l'origine d'une modulation de la réponse immunitaire ayant permis d'atteindre un équilibre 
bénéfique à la fois à l'hôte et au parasite. Ainsi, l'immunosuppression associée aux infections 
par Plasmodium permettrait de limiter la réponse immunitaire excessive et dangereuse 
nécessaire à l'élimination complète et rapide du parasite. Cette suppression permettrait de 
limiter la pathologie en autorisant un nombre restreint de parasites à persister de manière 
prolongée au sein de l'hôte. 
CONCLUSION 
La découverte de nouveaux médicaments prophylactiques ou curatifs et l'élaboration 
d'un vaccin efficace contre la malaria représentent une nécessité urgente à la vue de 
l'émergence de parasites résistants à de nombreux traitements et des centaines de milliers de 
personnes succombant à cette infection chaque année. Afin de pouvoir identifier de nouvelles 
cibles thérapeutiques et d'optimiser l'efficacité des vaccins dans les zones endémiques, une 
meilleure compréhension des interactions hôte/parasite et plus particulièrement de l'état 
d'immunosuppression associé aux infections par Plasmodium est nécessaire. Dans ce 
contexte, la présente étude a permis d'évaluer différents aspects de la suppression du système 
immunitaire associée au développement du Plasmodium dans le sang. 
Le premier objectif de cette étude était d'évaluer l'impact des cellules TregN lors des 
infections par Plasmodium. Des études antérieures avaient démontré que l'activation des 
cellules TregN lors des infections par PyL était responsable de l'induction de 
l'immunosuppression et du développement incontrôlé de certains parasites (Hisaeda et al., 
2004). Ces études ouvraient des perspectives thérapeutiques attrayantes où l'élimination des 
cellules TregN pourrait favoriser le contrôle et l'élimination du Plasmodium chez les patients 
atteints de la malaria. Malheureusement, notre étude est arrivée à des conclusions différentes 
(Cambos et al., 2008). En effet, en utilisant un modèle alternatif d'infection par Plasmodium, 
nous avons déterminé que l'activation des cellules TregN pendant les infections par Pca avait 
un rôle bénéfique pour l'hôte en permettant de limiter l'inflammation et la pathologie 
associées à la maladie. De plus, l'activation des cellules TregN n'était pas impliquée dans la 
suppression des cellules T et leur élimination ne permettait pas un meilleur contrôle du 
parasite contrairement aux résultats rapportés précédemment. Un schéma récapitulatif de nos 
observations est présenté dans la figure Cl. Le rôle protecteur des cellules TregN que nous 
avons décrit a été corroboré avec un autre modèle d'infection par Plasmodium où le 
développement de la MC était réduit grâce à l'activation de ces cellules (Nie et al., 2007). 
Ces deux études entrent en consensus avec de nombreuses études ayant démontré que 
l'activation des cellules TregN lors des infections correspondait souvent à un mécanisme 
protecteur permettant de limiter les dégâts associés à des réponses immunitaires anti­
pathogènes trop importantes (Belkaid et Rouse, 2005). En définitive, le rôle des ceJJules 
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TregN semble dépendre du modèle murin employé et il est probable que ces différences se 
retrouvent chez les patients atteints de la malaria. Ainsi, il sera important de déterminer les 
facteurs expliquant ces différences afin de pouvoir envisager la modulation de l'activation 
des cellules TregN comme un futur traitement anti-malaria. 
Le second objectif de cette étude était d'évaluer l'impact de l'ingestion de l'HE sur la 
sécrétion d'IL-12 des MP. La capacité de l'IL-12 à favoriser l'érythropoïèse et son rôle 
prépondérant dans le contrôle du développement du parasite en font une cytokine essentielle 
à la résolution des infections par Plasmodium. Cependant, sa sécrétion par les MP semble 
inhibée lors des infections par Plasmodium et des études antérieures ont rapporté que 
l'accumulation de l'HZ dans les phagocytes en serait partiellement responsable (Keller et al., 
2006). L'internalisation importante d'HE par les MP suite à la phagocytose de GR 
parasités/abîmés et à l'ingestion d'Hb/HE libres contenues dans le sang nous a poussé à 
étudier l'impact de ce composé ferrique sur la sécrétion d'IL-12 des MP. Nous avons 
démontré que, tout comme l'HZ, l'HE était capable d'inhiber la sécrétion d'IL-12 des MP en 
réponse à une stimulation par la combinaison IFN-y/LPS. Contrairement à l'HZ qui semble 
interférer à la fois avec les voies métaboliques activées par le LPS et celles activées par 
l'IFN-y, l'HE affecte principalement l'action synergique de l'IFN-y. De plus, J'activité 
inhibitrice de l'HE sur l'IL-12 est dépendante de l'induction d'un stress oxydatif, de l'IL-Iü 
et de la MAPK p38 alors que l'inhibition causée par l'HZ est indépendante de ces 3 facteurs. 
Un schéma récapitulatif de nos observations est présenté dans la figure C2. A la vue de nos 
résultats, il semblerait que l'inhibition de l'IL-12 rapportée lors des infections par 
Plasmodium dépende à la fois de l'accumulation d'HZ et d'HE. Le fait que les MP ingèrent à 
la fois de l'HE et de J'HZ lors des infections par Plasmodium et le fait que ces deux 
composés semblent inhiber la sécrétion d'IL-12 selon des mécanismes différents va 
complexifier la restauration de cette cytokine in vivo. Des études ayant démontré que de trop 
fortes concentrations d'IL-12 pouvaient avoir des effets néfastes sur la résolution des 
infections par Plasmodium, la restauration de l'IL-12 devra être envisagée avec attention et 
selon le besoin de chaque patient. 
Le troisième objectif de cette étude était de comprendre comment les infections par 
Plasmodium induisaient J'apoptose des MP de la rate. Les MP de la rate phagocytant un 
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nombre important de GR parasités et abîmés par l'infection, l'impact de l'erythrophagocytose 
sur la viabilité des phagocytes a été évalué in vitro. En utilisant des GROS ou des GR oxydés, 
nous avons pu démontrer que la phagocytose d'un nombre important de GR est capable 
d'induire ['apoptose des MP. La diminution de la viabilité des MP suite à une 
érythrophagocytose importante semble due à l'ingestion massive d'Hb et à sa dégradation en 
HE. Ce processus conduit à la génération d'un stress oxydatif partiellement responsable de 
l'apoptose. Bien que l'Hb soit essentielle au développement du stress oxydatif, il n'est pas 
exclu que l'activation de la NADPH oxydase contribue à l'oxydation des MP. Un schéma 
récapitulatif de nos observations est présenté dans la figure C3. En conclusion, il semblerait 
que l'ingestion répétée de GR lors des infections par Plasmodium condu ise à une intoxication 
des MP et au développement de l'apoptose. Les MP étant des cellules clefs dans la réponse 
anti-Plasmodium, l'apoptose de ces cellules pourrait avoir des répercussions importantes sur 
le contrôle du parasite. Diverses maladies hémolytiques provoquent un vieillissement 
prématuré des GR et une érythrophagocytose importante. Ainsi, il est envisageable que ces 
pathologies soient elles aussi associées à une diminution de la viabilité des MP de la rate. Ce 
phénomène pourrait expliquer la susceptibilité accrue aux infections par divers pathogènes 
rapportée chez les personnes atteintes de maladies hémolytiques. 
Notre étude a permis de mieux comprendre trois mécanismes modulant l'intensité de la 
réponse immunitaire contre Je Plasmodium. Du fait que la réponse anti-Plasmodium soit 
responsable à la fois du contrôle du parasite mais aussi du développement de diverses 
pathologies, une exacerbation de cette dernière pourrait permettre une élimination plus rapide 
du parasite mais aussi mettre en danger la survie de l'hôte en exacerbant la pathologie. Ainsi, 
avant d'envisager la restauration de la sécrétion de l'IL-12 ou de la viabilité des MP ou 
encore l'élimination des cellules TregN, il sera important de comprendre en détail 
l'implication de ces facteurs dans le contrôle du parasite mais aussi dans le développement de 
la pathologie. De manière intéressante, notre étude a démontré que l'ingestion d'HE par les 
MP semble impliquée à la fois dans la suppression de la sécrétion d'IL-12 et dans la 
diminution de la viabilité des MP. Notre étude identifie, pour la première fois, l'HE comme 























Figure Cl : Les ceIJules TregN activées lors des infections par Pea permettent de 
contrôler l'inflammation et de limiter l'anémie 
Après avoir infecté les cellules hépatiques, le Plasmodium rejoint la circulation sanguine pour 
se multiplier dans les GR (1). Suite à la lyse des GR parasités, la libération du Plasmodium, 
de l'Rb, de l'HE et de l'HZ dans le sang induit j'activation du système immunitaire 
déclenchant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (dont le TNF-a et l'lFN-y) et de 
ROS (2). L'inflammation et le stress oxydatifvont participer au développement de l'anémie 
(3) en favorisant la lyse et la phagocytose de GR sains/parasités (4) ainsi qu'en inhibant 
l'érythropoïèse au niveau de la moelle osseuse (5). En parallèle, les infections par Pca vont 
induire le recrutement et l'activation des cellules TregN (3 ') qui vont permettre de contrôler 







Figure C2 : Inhibition de la sécrétion d'IL-I2 des MP par l'HE 
La fixation du LPS sur son récepteur conduit à l'activation de la MAPK p38 (p38) et du 
NFK:B (A) qui vont induire l'expression des gènes IL-12p35 (p35) et IL-12p40 (p40) (B) et 
pennettre la production d'IL-12p70 (C). En parallèle, l'activation de la MAPK p38 induit 
aussi la production d'IL-IO (B') qui va réduire la sécrétion d'IL-12p70 (C). La présence 
d'IFN-y pennet d'augmenter le ratio GSH/GSSG (1) limitant ainsi la sécrétion d'IL-lO 
induite par la MAPK p38 (2) et permettant du même coup d'accroître la sécrétion d'IL-12p70 
(effet synergique). Suite à son internalisation par les MP, l'HE induit un stress oxydatif (1) 
qui va inhiber l'effet synergique de l'IFN-y (II). Ainsi, en présence d'HE, la sécrétion d'IL­
10 induite suite à la reconnaissance du LPS est maintenue (B') et la sécrétion d'IL-12p70 est 
inhibée (C'). Suite à son internalisation, une partie de 1'HE est dégradée en fer, CO et 
bilirubine par la HO-l (points noirs). 
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Figure C3 : Induction de l'apoptose des MP suite à la phagocytose de GR lors des 
infections par Plasmodium 
Le développement du Plasmodium dans le sang induit un vieillissement prématuré des GR 
parasités et non parasités conduisant à leur élimination par les MP. De ce fait, les MP 
phagocytent un nombre important de GR pendant les infections par Plasmodium (1). Suite à 
leur phagocytose, les GR sont lysés et l'Hb libérée (2). Suite à l'oxydation de l'Hb dans les 
phagolysosomes (3), l'HE est libérée et exportée dans le cytoplasme du phagocyte (4). Afin 
de neutraliser sa toxicité, l'HE est dégradé en fer, CO et bilirubine par la HO-l (5). 
L'érythrophagocytose importante associée aux infections par Plasmodium entraînerait une 
accumulation intracellulaire d'HE dépassant les capacités de détoxification de la HO-l, ce 
qui conduirait à l'induction d'un stress oxydatif (6). Ce stress oxydatif pourrait déstabiliser la 
membrane des mitochondries et induire la peroxydation des lipides de la membrane cellulaire 
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Abstract 
MP from the RES are responsible for the clearance of senescent RBC. Although the 
frequency of senescent RBC is low under steady-state conditions, it increases dramatically 
during hemolytic disorders, resulting in enhanced erythrophagocytosis. As 
erythrophagocytosis has been involved in MP dysfunction and as certain hemolytic disorders 
associate to MP apoptosis, a possible link between erythrophagocytosis and the viability of 
phagocytes was investigated herein. To mimic hemolytic disorders, two distinct in vitro 
models, al1ificially oxidized RBC and DSRBC, were chosen to study the etythrophagocytosis 
impact on the viability of J774A.1 MP. Although CRBC were weakly phagocytosed and did 
not affect MP viability significantly, erythrophagocytosis of oxidized RBC and DSRBC was 
robust and resulted in a sharp decrease of MP viability via apoptosis. Under these conditions, 
Hb-derived HE was shown to be involved in the induction of apoptosis. Moreover, oxidized 
RBC, DSRBC, and HE generated ROS species, which were responsible for the apoptosis of 
MP. Furthermore, HO-l, strongIy induced in response to treatment with oxidized RBC, 
DSRBC, or HE, was shown to protect MP pal1ially against apoptosis, suggesting that robust 
erythrophagocytosis may exceed the detoxification capabilities of MP. Taken together, these 
results suggest that enhanced erythrophagocytosis associated to hemolytic disorders leads to 
MP apoptosis in vitro and may have critical implications for the control of malaria infection 
and for the exacerbated susceptibility to bacterial infections during hemolytic disorders. 
213 
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Abstract 
Resistance to macrocycl ic lactones in the strongyl id parasite of sheep, Haemonchus 
contortus, is associated with specific alleles of several genes, including those encoding 
ligand-gated chloride-channels. While previous functional studies of the ion-channels 
encoded by these resistant alleles have revealed alterations in ligand binding and response to 
the antihelmintics, we still do not know how these alleles are contributing to resistance in 
vivo. To understand the phenomenon of anthelmintic resistance in detail we need to link 
changes in the genes of individual parasites with their ability to resist the effects of 
anthelmintic exposure. We have determined the genotype of individual adult and larval H 
contortus with respect to the glc-5 and 19c-37 genes linked with macrocyclic lactone 
resistance. In these same individuals, we measured feeding and movement, two 
characteristics targeted by the drug, which are believed to contribute to parasite killing. Both 
genes are linked with altered behavior in the absence of drug, providing evidence that genetic 
resistance may be associated with alterations in parasite biology. In the presence of 
macrocyclic lactones, both genes are associated with a degree of protection against drug 
action. Whether this protection may be effective under the application of antihelmintic as part 
of normal fafm practice and whether this could explain the evolution of resistance remain 
unclear. 
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Abstract 
The outcome of malarial anemla is determined by a complex interplay between pro­
inflammatory and anti-inflammatory cytokines; its severity associated with accumulation of 
hemozoin (Hz) in macrophages, elevated IL-IO responses and impaired IL-12 production. 
Although free heme contributes to malarial anemia by inducing oxidative damage of red 
blood cells (RBCs) and enhancing their clearance by phagocytes, its impact on IL-12/IL-1 0 
interactions has not been fully characterized. Herein, the effect of hemin (HE) on IL-12 and 
IL-10 responses was studied in murine bone marrow-derived macrophages (BMDM) and 
compared with synthetic Hz. Our data reveal that HE induces modest inhibition of IL-12p70 
responses to lipopolysaccharide (LPS) whereas Hz significantly impairs IL-12p70 responses 
to IFN-y/LPS through down-reguJation of IL-12p35 and p40 gene expression. Although 
reactive oxygen species (ROS) are generated after short-term exposure to HE and Hz, 
prolonged exposure to these iron protoporphyrins has opposite effects on the cellular redox 
status, HE being the only compound able to promote persistent ROS production. 
Accordingly, the inhibitory effect of HE on IL-12p70 seems sustained by redox-dependent 
induction of IL-\ 0 and is partially controlled by the p38 mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) signaling pathway. Indeed, treatment with n-acetyl-cysteine (NAC) or with the p38 
MAPK inhibitor SB203580 inhibits IL-lO responses and signiflcantly restores IL-12p70 
responses to IFNy/LPS in HE-conditioned BMDM. Our results suggest that oxidant stress 
induced by free heme may potentially contribute to sustained production of IL-\ 0 and down­
regulation of IL-\2 responses in malaria. 
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Abstract 
A current goal of malaria vaccine research is the development of vaccines that will cross­
protect against multiple strains of malaria. In the present study, the breadth of cross-reactivity 
induced by a 30K multivalent ONA vaccine has been evaluated in susceptible A/J mice (H­
2a) against infection with the Plasmodium chabaudi adami OK strain and a virulent parasite 
subspecies, Plasmodium chabaudi chabaudi AS. Immunized A/J mice were significantly 
protected against infection with both P. c. adami OK (31-40% reduction 111 cumulative 
parasitemia) and P. c. chabaudi AS parasites, where a 30-39% reduction 111 cumulative 
parasitemia as weil as enhanced survival was observed. The 30K vaccine-induced specifie 
IFN-gamma production by splenocytes in response to native antigens from both P. c. 
chabaudi AS and P. c. adami OK. Specific antibodies reacting with surface antigens 
expressed on P. c. adami OS and P. c. chabaudi AS infected red blood cells, and with 
opsonizing properties, were detected. These results suggest that multivalent vaccines 
encoding conserved antigens can feasibly induce immune cross-reactivity that span 
Plasmodium strains and subspecies and can protect hosts of distinct major histocompatibility 
complex haplotypes. 
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Abstract 
Different functions have been attributed to natural regulatory C04+C025+FOXP3+ (Treg) 
cells during malaria infection. Herein, we assessed the role for Treg cells during infections 
with lethal (OS) and non-Iethal (OK) Plasmodium chabaudi adami parasites, comparing the 
levels of parasitemia, inflammation and anaemia. Independent of parasite virulence, the 
population of splenic Treg cells expanded during infection, and the absolute numbers of 
activated C069+ Treg cells were higher in OS-infected mice. In vivo depletion of C025+ T 
cells, which eliminated 80% of C04+FOXP3+C025+ T cells and 60-70% of C04+FOXP3+ T 
cells, significantly decreased the number ofC069+ Treg cells in mice with lethal malaria. As. 
a result, higher parasite burden and morbidity were measured in the latter, whereas the 
kinetics of infection with non-Iethal parasites remained unaffected. In the absence of Treg 
cells, parasite-specific IFN-gamma responses by C04+ T cells increased significantly, both in 
mice with lethal and non-lethal infections, whereas IL-2 production was only stimulated in 
mice with non-Iethal malaria. Following the depletion of C025+ T cells, the production of IL­
10 by C090- cells was also enhanced in infected mice. Interestingly, a potent induction of 
TNF-a. and IFN-y production by C04+ and C090- lymphocytes was measured in OS-infected 
mice, which also suffered severe anaemia earlier than non-depleted infected controls. Taken 
together, our data suggest that the expansion and activation of natural Treg cells represent a 
counter-regulatory response to the overwhelming inflammation associated with lethal P.c. 
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Abstract 
Macrophages (MP) play a crucial role in eliminating parasitized red blood cells (RBC) and 
initiating specifie immune response against Plasmodium parasites during blood stage malaria. 
While fighting the infection, MP phagocytose numerous parasitized as weil as damaged RBC 
and accumulate the malaria pigment Hemozoin (HZ). This phagocytosis couJd be responsible 
for MP apoptosis measured during Plasmodium infections. 
Herein, we evaluated the ability of RBC recovered from naïve (NRBC) or P. c. adami DS 
infected BALB/c mice (OSRBC) as weil as synthetic HZ to induce apoptosis in Bone 
Marrow Oerived Macrophages (BMOM) and in J774 monocyte/macrophage cells. Our 
results indicate that BMOM and 1774 ingest important amounts of OSRBC and HZ but few 
NRBC. Whereas incubation with NRBC or uptake of HZ did not affect MP viability, 
phagocytosis of OSRBC induces significant MP apoptosis in a dose dependent manner. MP 
apoptosis seemed consequent to oxidative stress as uptake of OSRBC induces reactive 
oxygen species (ROS) and treatment with antioxidants (NAC and GSH) partially corrected il. 
Oxidation of NRBC with CUS04 and L-ascorbate significantly enhanced their phagocytosis 
and induced MP apoptosis, suggesting that cell death can be induced by RBC specifie 
eomponents. Moreover, treatment of 1774 with increasing concentrations of Hemoglobin 
(Hb) induced MP apoptosis, whereas uptake of OSRBC Ghosts (Hb free) did not affect 
phagocyte viability. 
In conclusion, ingestion of Hb following OSRBC phagocytosis is responsible for MP 
apoptosis during Plasmodium infection through a ROS dependent mechanism. 
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Abstract 
Hemozoin (HZ), issued from the conversion of heme in protoporphyrin IX crystals and 
protecting Plasmodium parasites against free heme toxicity, modulates the inflammatory 
function in macrophages by oxidative stress dependent and independent mechanisms. We 
compared the oxidant properties of HZ and hemin (HE) as weil as their capacity to modulate 
IL-12 (p40 and p70) and IL-IO responses in bone marrow derived macrophages (BMDM). 
Our data suggests that in respect to HE, HZ is weak inducer of reactive oxygen species 
(ROS) and interestingly, drastically decreases ROS, and increases total glutathione and 
intracellular GSH/GSSG ratio once accumulated for 16-18 hours. Albeit sharing with HE 
moderate inhibitory effects on IL-12p40 production, HZ inhibits in a more pronounced 
manner the IL-12p70 response to LPS and IFN-y/LPS, hampering also IL-IO secretion. 
Treatment with N-acetyl-cysteine (NAC) or neutralization ofIL-IO significantly corrects the 
inhibition induced by HE, without modifying the detrimental effects of HZ. P38 MAPK 
inhibition blocks IL-I 0 responses and significantJy restores IL-12p70 responses to IFN-y/LPS 
in HE-conditioned BMDM, failing to modify the effect of HZ. In conclusion, our data 
suggests that in contrast to HE, HZ inhibits IL-12p70 through a mechanism independent of 
oxidative stress or IL-I 0 induction through the p38 MAPK pathway. 
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Macrophages (MP) play a crucial role in eliminating parasitized red blood cells (PRBC) and
 
initiating specific immune response against Plasmodia during the blood phase of malaria.
 




While fighting the infection, MP phagocytose numerous PRBC and damaged RBC (DRBC)
 
and accumulate the malaria pigment Hemozoin (HZ). This phagocytosis could be responsible
 
for MP apoptosis during Malaria.
 
Here, we evaluated RBC recovered from naïve or Plasmodium chabaudi adami DS infected 
mice as weil as synthetic HZ for their ability to induce apoptosis on Bone Marrow Derived 
Macrophages (BMDM) and on the monocyte/macrophage cell line 1774. Our results show 
that BMDM and 1774 phagocytose large amount of RBC from infected mice and HZ but few 
RBC from naïve mice. While incubation with NRBC or phagocytose of HZ did not affect 
significantly MP viability, phagocytosis of PRBC induces MP apoptosis in a dose dependent 
manner. Apoptosis seems to be induced via an oxidative stress as PRBC phagocytosis 
triggers reactive oxygen species (ROS) production and MP apoptosis is paliially corrected by 
antioxidants such as N-Acetyl-Cystein (NAC) or reduced glutathion (GSH). An oxidative 
treatment, mimicking damages inflicted on RBC during Plasmodium infections and 
triggering NRBC phagocytosis by MP, allowed us to induce significant apoptosis in MP 
suggesting that cell death cou Id be induce by a component specific to RBC. Treatment of 
J774 with increasing concentration of hemoglobin (Hb), the major component of RBC, 
induced MP apoptosis. To ascertain that Hb was really responsible for the induction of 
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apoptosis by PREC, we showed that PREC Ghost (deprived of their Hb) were not able to 
induce MP apoptosis anymore although they were phagocytosed. 
To conclude, phagocytosis of PRBC and possibly damaged/oxidized RBC could be 
responsible for MP apoptosis during infection. Apoptosis seems to originate from Hb uptake 
and ROS production possibly via cytoplasmic heme accumulation. 
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Abstract 
L' hémozoïne (HZ), formée par conversion de l'hème en cristaux de protoporphyrine IX afin 
de protéger le parasite Plasmodium de la toxicité de l'hème libre, module la fonction 
inflammatoire des macrophages par des mécanismes dépendants et indépendants du stress 
oxydatif. Nous avons compare les propriétés oxydantes de l'HZ et de l'hémine (HE) et leur 
capacité de moduler la production d'IL-12 (p40 et p70) et d'IL-IO chez les macrophages 
dérivés de la moelle osseuse (MMO). Nos données suggèrent que par rapport à l'HE, l'HZ 
n'est pas une bonne inductrice des espèces réactives de l'oxygène. Malgré le fait qu'elle 
partage avec l'HE des effets inhibiteurs modérés sur la production d'IL-12p40, l'HZ inhibe 
de façon plus prononcée la sécrétion d'IL 12p70 ainsi que la production d'IL-l 0 en réponse à 
la stimulation IFN-y/LPS. Le traitement avec N-acétyl-cystéine (NAC) ou la neutralisation 
d'IL-IO ont corrigé pat1iellement l'inhibition d'IL-12p70 par l'HE, sans modifier les effets de 
l'HZ. L'inhibition de la MAP kinase p38 a bloqué la production d'IL-IO et restauré de façon 
significative la production d'IL-12p70 chez les MMO conditionnés avec l'HE, sans 
néanmoins corriger la suppression par l'HZ. En conclusion, nos données suggèrent que 
contrairement à l'HE, l'HZ inhibe la production d'IL-12p70 par un mécanisme indépendant 
du stress oxydatif et de l'induction d'IL-l 0 par la voie de la MAPK p38. 
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Abstract 
Malaria is an inflammatory disease characterized by a potent production of TNF-a., MlF and 
IFN-y, cytokines that inhibit erythropoiesis in the bone marrow. In this context, the 
macrophage migration inhibitory factor (MlF) is readily secreted during Plasmodium 
infection, and synergizes with IFN-y and TNF-a. to inhibit erythroid differentiation and 
haemog\obin production. In our laboratory, in vivo neutralization of MlF during P. c. adami 
infection led to a significant and reproducible decrease in peak parasitemia and to the up­
regulation of TNF-a. production at early and peak infection. Treatment with anti-MIF mAb 
antibody had contrasting effects on IFN-y and IL-\ 0 during the time course of infection. At 
the time of low parasitemia, a significant decrease in IFN-y production, accompanied by an 
important drop in IL-\ 0 was measured in the spleen of MIF-neutralized infected mice. In 
contrast, at peak parasitemia, IFN-y and IL-\ 0 responses were significantly increased by the 
treatment. Besides the inhibitory effects on peak parasitemia, MlF neutralization led to a 
significant drop in the percentage of circulating reticulocytes at earJy infection, and this effect 
was accompanied by a mild decrease in Ery A (TERhighCD7) highFSChigh) precursors in the 
spleen but not in the bone marrow and decreased anaemia. Our results suggest that 
neutralization of Mlf reduces the inflammatory response at early infection, and contributes to 
the control of parasitemia and anaemia. 
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Abstract 
The phagocytosis of complement-opsonized targets is a primary function at inflammation 
sites, and macrophages, in contrast to neutrophils, can repeat the phagocytic cycle and 
oxidative burst without entering apoptosis. Interestingly, Plasmodium infections are 
characterized by a significant increase in the percentages of apoptotic macrophages (Me) 
which are ceUs that avid ly ingest infected red blood cells (iRBC) and accumulate hemozoin 
(HZ) the malaria pigment in their cytoplasm. The effect of naïve and parasitized red blood 
cells (PRBC) as weIl as of synthetic ~-hematin on the apoptotic state of murine bone marrow 
derived Me (BMMe) and 1774 celJs were studied. Our results indicate that phagocytosis of 
PRBC but not synthetic HZ or naïve RBC triggered the apoptosis of J774 cells and BMMe. 
The effect was shown to be dose dependent and became evident at ratios as low as 25 PRBe 
per Me. in addition to their pro-apoptotic capacity, the phagocytosis of PRBC induced the 
secretion of soluble immunosuppressive factors inhibiting the proliferation of CD4+ and 
CD8+ T cell in response to stimulation with Concanavalin A. We are currently investigating 
the nature of the signaling events triggering macrophage apoptosis as weil as the possible 
relationship between programmed cell death and the release of immunosuppressive factors. 
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Rôle du facteur d'inhibition de migration des macrophages, 
dans le contrôle de la réponse pro-inflammatoire durant une 
infection par Plasmodium chabaudi adami 
B. Belanger1, M. Cambos l , S. Bazind, L. Leng2, R. Bucala2 and T. Scorza l • 
'Université du Québec à Montréal, 2Yale University School of Medicine. 
Résumé au 4eme congrès annuel du Biomed (UQAM), Montréal (Canada), 30 Avril 2008 (présentation 
poster). 
Abstract 
L'anémie induite durant l'infection par le parasite protozoaire Plasmodium résulte en partie 
de l'inhibition de la production des précurseurs érythropoïétiques dans la moelle osseuse par 
l'action de cytokines pro-inflammatoire. Le facteur d'inhibition de migration des 
macrophages (MlF) est sécrété durant l'infection par Plasmodium, et entre en synergie avec 
l'IFN-y et le TNF-a. afin d'inhiber l'érythropoïèse et la production d'hémoglobine. Dans 
notre laboratoire, une neutralisation in vivo de MlF pendant une infection par Plasmodium c. 
adami amène à une réduction significative du pourcentage de réticulocyte circulant avant le 
pic d'infection, cependant une production similaire d'hémoglobine est observée chez les 
souris neutralisées ou témoins. L'anti-MIF entraîne une augmentation de la production IL-I 0 
par les cellules spléniques, tout comme une production accrue de TNF-a. et augmentation de 
la production IFN-y par les cellules non-T (CD90} L'élimination des cellules NK CD49+. 
diminue significativement le niveau d'IFN-y dans la population de cellules spléniques CD90­
traitées avec l'anti-MIF et infectées avec Plasmodium. Ces observations suggèrent que le 
MlF a un rôle comparable à celui dans la régulation des cellules NK dans le placenta. Pris 
ensemble, nos résultats tendent à démontrer un rôle important du MlF dans la modulation de 
la réponse immunitaire de l'hôte durant une infection par Plasmodium. Des expériences en 
cours vont permettre l'analyse de l'effet du MlF sur précurseurs érythropoïétiques, dans la 
moelle osseuse et dans la rate, durant une infection par Plasmodium c. adami. 
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La phagocytose de globules rouges parasités provoque 
l'apoptose des macrophages pendant les infections par 
Plasmodium chabaudi adami 
M. Cambos l , M. Olivier2, A. Jardim2et T. Scorza l .
 
IUniversité du Québec à Montréal, 2McGili University.
 
Résumé au 4eme congrès annuel du Biomed (UQAM), Montréal (Canada), 30 Avril 2008 (présentation 
poster). 
Abstract 
La phagocytose de pathogènes opsonisés par le complément et/ou les anticorps a une 
importance capitale lors des réponses immunitaires innée et adaptative. Contrairement aux 
neutrophiles, les macrophages (Me) sont capables de répéter plusieurs cycles de phagocytose 
et de flambée oxydative sans entrer en apoptose. De manière intéressante, les infections par 
Plasmodium sont caractérisées par une augmentation significative du pourcentage de Me 
apoptotiques. Pendant l'infection, les Me ingèrent une grande quantité de globules rouges 
parasités (GRP) et accumulent ainsi dans leur cytoplasme le pigment malarique nommé 
hémozoïne (HZ). Ce phénomène pourrait être entre relation directe avec l'induction de 
l'apoptose chez les Me. 
Pour tester cette hypothèse, le caractère pro-apoptotique de globules rouges sains (GRS), de 
GRP ainsi que celui de l'HZ synthétique a été évalué in vitro sur des Me dérivés de la moelle 
osseuse (MeOM) et sur la lignée de Me J774. 
Nos résultats indiquent que la phagocytose de GRP, mais pas de l'HZ ou de GRS, déclenche 
l'apoptose des MeDM et des cellules J774. Cet effet est dose dépendant et devient observable 
à partir d'un ratio aussi bas que 25 GRP par Me. En plus de leur capacité pro-apoptotique, les 
GRP induisent chez les Me la sécrétion de facteurs immunosuppressifs solubles inhibant la 
prolifération des cellules T C04+ et CD8+ stimulées avec la Concanavaline A. 
Nos travaux futurs porteront sur l'identification des voies de signalisation impliquées dans 
l'induction de l' apoptose ainsi que la possible relation entre cette dernière et la sécrétion de 
facteurs immunosuppressifs. 
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The phagocytosis of parasitized red blood cells induces the 
apoptosis of macrophages during Plasmodium chabaudi 
adami infections 
M. Cambos 1, M. Olivier2, A. Jardim2et T. Scorza l 
lUniversité du Québec à Montréal, 2McGill University. 
Résumé au 21 ème annual CSI conference, Mont Tremblant (Canada), 11-14 Avri 12008 (présentation 
poster). 
Abstract 
The phagocytosis of complement-opsonized targets is a primary function at inflammation 
sites, and macrophages, in contrast to neutrophils, can repeat the phagocytic cycle and 
oxidative burst without entering apoptosis. InterestingJy, Plasmodium infections are 
characterized by a significant increase in the percentages of apoptotic macrophages (Me) 
which are celJs that avidly ingest infected red blood cells (iRBC) and accumulate hemozoin 
(HZ) the malaria pigment in their cytoplasm. The effect of naïve and parasitized red blood 
cells (PREC) as weil as of synthetic ~-hematin on the apoptotic state of murine bone marrow 
derived Me (BMMe) and J774 cells were studied. Our results indicate that phagocytosis of 
PRBC but not synthetic HZ or naïve RBC triggered the apoptosis of J774 cells and BMMe. 
The effect was shown to be dose dependent and became evident at ratios as low as 25 PRBC 
per Me. In addition to their pro-apoptotic capacity, the phagocytosis of PRBC induced the 
secretion of soluble immunosuppressive factors inhibiting the proliferation of CD4 T and 
CD8+ T cell in response to stimulation with ConcanavaJin A. We are currently investigating 
the nature of the signaling events triggering macrophage apoptosis as weil as the possible 
relationship between programmed cell death and the release of immunosuppressive factors. 
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L'anémie hémolytique provoquée durant l'infection par Plasmodium résulte en partie de 
l'inhibition de précurseurs érythropoïétiques dans la moelle osseuse par des cytokines pro­
inflammatoires comme le TNF-a. et l'IFN-y. Le facteur d'inhibition de la migration des 
macrophages (MlF) est une cytokine ayant la capacité de stimuJer la production d'IFN-y et de 
TNF-a. par les cellules immunitaires. De plus, le MlF est sécrété en grande quantité durant 
l'infection. De façon surprenante, Ja neutralisation in vivo de MlF durant J'infection par P. c. 
adami OK a provoqué une diminution du pourcentage de réticulocytes en circulation. 
L'analyse des cytokines secrétées par les cellules spléniques des souris neutralisées et 
infectées a indiqué une forte augmentation des niveaux d'IL-l 0 ainsi qu'une augmentation 
radicale de la sécrétion ex vivo d'lFN-y, laquelle persistait dans des cultures cellulaires 
exemptes des cellules T, ce qui nous porte à croire que les cellules NK seraient les cellules 
sécrétrices. Afin de vérifier cette hypothèse, un marquage intracellulaire des cellules NK de 
la moelle osseuse ainsi qu'une sélection positive des cellules NK spléniques seront effectués 
afin de confirmer si elles sont la source de l'lFN-y produit. De plus, nous allons évaluer 
l'impact de la neutralisation de MlF sur les précurseurs érythropoïétiques dans la moelle 
osseuse et dans les cellules spléniques. Nous proposons que le MlF inhibe la production 
d'lFN-y par les cellules NK durant l'infection, ce qui lui assigne un rôle dans la tolérance 
immunitaire comparable à celui décrit pour cette cytokine dans le placenta. 
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Oetrimental functions have been attributed to natural regulatory (C04+C02S+FOXP3+) 
(Treg) cells during Plasmodium yoelii and P. falciparum infections. Herein, the role of 
natural Treg cells in the outcome of P. chabaudi adami virulent (OS) and non-virulent (OK) 
infection was studied. P.c. adami OS parasites have higher replication rates and give raise to 
important parasite bllrdens, when compared to infections with P. c. adami OK parasites. In 
respect to immune parameters, comparable dysfunction and apoptosis were observed in 
splenic T cells from mice infected with either parasite strain, and a similar suppressive 
activity dependent on cell-to-cell contact was associated with purified T cell from infected 
and naive mice. Although an important increase in the number of splenic natural Treg cells 
was measured during virulent OS infection, in vivo depletion of C02S+ T cells did not 
eliminate the lethality associated with this parasite strain; on the contrary, higher parasite 
burdens were observed in OS-infected mice deprived of Treg cells prior to infection, whereas 
infections with non-virulent OK parasites remained lInaffected. Interestingly, significant 
higher production ofTNF-a, IFN-y, IL-IO and MlF were measured in mice with virulent P. c. 
adami OS infection, when compared to infection with non-virulent P. c. adami OK parasites. 
The profiles of pro-inf1ammatory cytokines were drastically exacerbated in mice depleted of 
natural Treg cells prior to infection, and were accompanied by drastic drop in IL-l0 
production, changes that were in particular more marked in mice with virulent infection. 
Taken together, our observations strongly suggest that the expansion of natllral Treg ceUs 
during P. c. adami OS infection may represent a response in the face of systemic 
inf1ammation and does not represent a strategy exploited by these parasites ta circumvent 
protective immunity. 
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Natural regulatory T cells (Tregs) limit the inflammatory 
response during P. c. adami infections and are not involved 
in parasite virulence 
M. Cambos', B. Bélanger', A. RouJet2 et T. Scorza'. 
'Université du Québec à Montréal, 2McGill University. 
Résumé à la 46ème réunion annuelle de la Société Canadienne de Zoologie, Montréal (Canada), 21-25 
mai 2007 (poster présentation). 
Abstract 
Tregs have been involved in immune evasion by pathogens. ln this respect, evidence suggests 
that during infections with human (Pfalciparum) and murine (P. yoelii) parasites, Tregs 
contribute to increased parasite multiplication rate and virulence. However, as Plasmodium 
infections generate an intense inflammatory response, Treg suppressive activity could play a 
beneficial role in attenuating harmful inflammation. Using infections with the virulent OS 
and the avirulent OK P. c. adami strains in BALB/c mice, we show that in vivo depletion of 
Tregs, rather than annihilating parasite virulence, exacerbate the inflammatory response and 
slightly accelerate OS multiplication. Our results suggest that during P .C .adami infections 
Tregs help restrain inflammation hence minimizing infection side effects. 
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Les infections par Plasmodium sont caractérisées par une forte anémie hémolytique, laquelle 
est partiellement conséquente à la production des cytokines pro-inflammatoires inhibitrices 
de l'érythropoïèse telle que le facteur de migration d'inhibition des macrophages (MlF). Le 
pigment malarique hémozoïne semble être impliqué dans l'anémie, en régulant la production 
de MlF et ses effets sur l'érythropoïèse. Dans cette étude, la production de MlF a été 
compare chez des souris infectées par des souches virulentes (OS) et non virulentes (OK) de 
P. c .adami. L'effet du prétraitement in vivo avec de l'hémozoïne synthétique sur la cinétique 
d'infection avec la souche non virulente et sur la production de réticulocytes a été comparé. 
MlF a été induit pendant l'infection et son production était plus élevée chez des souris avec 
des infections virulentes. MlF a été aussi induit suite à un prétraitement in vivo avec de 
l'hémozoïne, lequel a aussi provoqué un retard dans la résolution de l'infection ainsi que dans 
la production de réticulocytes. En conclusion, nos résultats suggèrent que 1'hémozoïne joue 
un rôle important dans l'induction de MlF et dans l'anémie, et semble exacerber les effets de 
l'inflammation sur l'élythropoïèse. 
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Les infections par Plasmodium ont été associées à l'activation polyclonale des réponses 
immunes humorales non-spécifiques. Néanmoins, les mécanismes par lesquels Plasmodium 
agit sur les cellules B et la production d'anticorps suite à une immunisation avec un antigène 
T- dépendant restent inconnus. Dans une étude préliminaire, des souris BALB/c ont été 
infectées avec P. c. adami DK avant d'être immunisées avec la y-Globuline humaine. 
L'infection diminue de manière non statistiquement significative la réponse d'anticorps IgG, 
IgG 1 et IgG2a spécifiques. En revanche, en infectant après l'immunisation les titres 
d'anticorps ont diminué drastiquement. Ces résultats montrent un effet important de 
l'infection du P. c. adami sur les réponses des cellules B à un antigène T- dépendant. 
233 
Natural regulatory T (Treg) cells are not responsible for 
Plasmodium chabaudi adami virulence but rather down­
regulate the inflammatory response during infection 
M. Cambos l , B. Bélanger l , A. Roulet2, A. Jacques l etT. Scorza l .
 
Université du Québec à Montréal, 2McGili University.
 
Résumé au ] 1th annual Woods Hole Immunoparasitology meeting, Woods Hole (USA), 29 avril au 2 
mai 2007 (présentation orale). 
Abstract 
Detrimental functions have been attributed to natural regulatory (CD4+C02S+FOXP3+) 
(Treg) cells during P. yoelii and P.falciparum infections. Herein, the role ofnatural Treg cells 
in the outcome of P. c. adami virulent (OS) and non-virulent (OK) infection was studied. OS 
parasites have higher replication rates and give raise to higher parasite burdens, when 
compared to infection with OK parasites. In respect to immune parameters, comparable 
dysfunction and apoptosis were observed in splenic T cells from mice infected with either 
parasite strain, and a simi lar suppressive activity dependent on cell-to-cell contact was 
associated with purified T cell from infected and naive mice. Although an important increase 
in the number of splenic natural Treg cells during virulent OS infection was measured, in 
vivo depletion of C02S+ cells did not eliminate the lethality associated with this parasite 
strain; on the contrary, this treatment lead to higher parasite burdens, whereas infections with 
non-virulent OK parasites remained unaffected. lnterestingly, significant higher production of 
TNF-a, IFN-y, TGF-p, IL-\ 0 and MlF were measured in mice with virulent P. c. adami OS 
infection, when compared to infection with non-virulent OK parasites. The profiles of pro­
inflammatory cytokines were drastically exacerbated in mice depleted of natural Treg cells 
prior to infection, and were accompanied by drastic drops in IL-IO and TGF-p production, 
changes that were in particular more marked in mice with virulent infection. Taken together, 
our observations suggest that the expansion of natural Treg cells during OS infection may 
represent a response in the face of systemic inflammation and is not a strategy exploited by 
these parasites to circumvent protective immunity. 
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L'activité suppressive des cellules T régulatrices naturelles (Treg) (C04+C02S+FOPX3+) a 
été liée à la virulence ainsi qu'a l'immunosuppression observée pendant l'infection par 
Plasmodium yoelii (souche 17XL) chez la souris. Nous avons comparé la dynamique de la 
population des cellules Treg spléniques au cours d'infections virulentes (P. c. OS, P. yoelii 
YM) et non virulente (P. c. adami DK, P. yoelii 17XNL) chez des souris BALB/c. 
Nos résultats, corroborés par trois analyses complémentaires (phénotype 
CD4+CD2S+CD45RB1ow, quantification de l'expression du gène FOXP3 par PCR en temps 
réelle et détection intracellulaire de FüXP3), démontrent une forte chute du pourcentage des 
cellules Treg naturelles au pic d'infection avec les deux espèces de parasite et de façon 
indépendante de la virulence. En parallèle, une augmentation considérable du niveau des 
cytokines suppressives IL-l 0 et TGF-~ dans la rate a été constatée. 
Actuellement, nous évaluons l'impact de la déplétion in vivo des cellules T régulatrices 
naturelles sur la cinétique des infections ainsi que les propriétés immunosuppressives des 
cellules T spléniques purifiées à partir de souris présentant des parasitémies comparables. 
Cette étude permettra d'élucider si d'autres populations de cellules T à caractère suppressif 
jouent un rôle prioritaire dans l' immunosuppression associée à la malaria. 
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Cellules T régulatrices et malaria: une étude comparative 
chez des souches de Plasmodium virulentes et non virulentes 
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Résumé au 74ème Congrès de )' ACFAS, Ste-Anne-de-Bellevue (Canada), 17 mai 2006 (présentation 
orale). 
Abstract 
Les cellules T régulatrices (Tregs) sont connues pour contrôler les réactions auto-immunes. 
En revanche, leur rôle dans les infections causées par des pathogènes reste encore flou. 
Récemment, il a été repol1é que ces cellules joueraient un rôle clef dans 
l'immunosuppression induite par la souche virulente Plasmodium yoelii 17XL ainsi que dans 
la virulence de ce parasite. En revanche, les Tregs sembleraient moins impliquées dans les 
infections par la souche non virulente homologue Plasmodium yoelii 17XNL. Nous avons 
voulu réévaluer ces résultats en suivant la dynamique de la population des Tregs spléniques 
au cour d'infection par quatre souches de Plasmodium murines : deux virulentes (P. yoelii 
YM et P. chabaudi adami DS) et deux non virulentes (P. yoelii 17XNL et P. chabaudi adami 
DK). Nos résultats, supportés par trois analyses distinctes (étude de l'expression du gène 
Foxp3 par RT-RT-PCR, analyse phénotypique des cellules CD4+/CD25+/CD45RBJow et enfin 
des cellules CD4+/Foxp3+ par cryométrie en flux), montrent qu'à haute parasitémie la 
prop0l1ion des Tregs au sein des lymphocytes spléniques diminue de manière significative. 
De manière surprenante, cette diminution est similaire chez les souches virulentes et non 
virulentes. Pour tirer des conclusions plus précises, J'activité suppressive des Tregs pendant 
les différentes infections devra être étudiée. 
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Malaria infections have been linked ta increased susceptibility ta bacterial and viral diseases 
and reduced responsiveness ta vaccines. Although antigen presenting cel! (APC) dysfunction 
and suppressor-regulatory T cells activity have been bath associated ta the down-regulation 
of acquired îmmunity during Plasmodium infection, the raie of these two parameters in 
respect ta parasite viru lence remain rather confl icting. 
In the present study, the functional and suppressive state ofsplenic accessory cells and T cells 
from BALB/c mice with peak infection were assessed using viru lent and avirulent parasite 
strains belonging ta the P c. adami (OS, virulent and OK, avirulent) and P yoelii (YM, 
virulent and 17XNL, avirulent) species. IFN-y responses following CanA stimulation were 
dramatically impaired when using T cells from mice with acute P c. adami infection as 
effector cells or naïve T cells co-cultured with macrophages from mice with acute infection, 
and the effect was shawn ta be independent of the parasite strain virulence. 
The suppressive effect of splenic T cells and accessory cells from Plasmodium-infected mice 
were studied in co-culture experiments that used CanA or soluble anti C03 monoclonal 
antibody and naïve accessory cells as stimuJators, and CFSE-labeled purified naïve T cells as 
responder cells. A first set of experiments revealed a significant drop in the stimulation index 
of naïve T cells exclusively when these cells were co-cultured in the presence of purified T 
cells from P c. adami OS (virulent) infected mice, or when using the accessory (thyr) cell 
fraction from infected mice. Interestingly, in the presence of splenic T cel!s or accessory cells 
from P yoelii YM and 17XNL or P c. adami OK infected mice ConA-induced blastogenic 
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responses were up-regulated whereas no effect was observed when using an anti CD3 
monoclonal antibody as stimuli. 
In parallel, the percentage of natural regulatory (FOXP3+) splenic T cells during acute 
infection with the avirulent and virulent Plasmodium strains were measured and compared 
using intracellular staining with an anti-FOXP3 monoclonal antibody. Infections with a.ll four 
parasite strains resulted in dramatic drops in CD4+ T cells expressing FOXP3 at the time of 
peak parasitemia (P, a result that was previously reported in our laboratory by real time RT­
PCR analysis of FOXP3 mRNA expression, whereas no effect was observed in the minor 
population of CDS+FOXP3+ T cells. 
Our results suggest that acute malaria infections, independently of the parasite virulence 
render T cells and accessory cells dysfunctional, and that this impairment is not necessarily 
accompanied by the acquisition of a suppressive phenotype when assessing polyclonal T ce Il 
activation. We are currently addressing the nature of the down-regulation of FOXP3+ T cells 
and evaluating the impact of this particular cell population of suppressive T cells during 
infection in depletion/repletion experiments. 
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There is an urgent need for vaccines capable of controlling malaria, a disease that kills 1-3 
million people annually. Plasmodium parasites have developed strategies to evade immunity. 
Understanding of the mechanisms involved in the downregulation of immunity remains 
essential for the success of vaccination campaigns. There are recent reports of the suppressive 
properties of Plasmodium parasites on the induction of CD8+ T cel! responses to the liver 
stages of infection. In addition, Hisaeda et al. have assigned a pivotai role to regulatory T 
cells (Treg cells) in the immunosuppression and virulence associated with Plasmodium yoelii 
infections. We are interested tn three essential aspects of malaria-associated 
immunosuppression, which are being addressed using virulent and non-virulent malaria 
infection models (P. y. yoelii, P. c. adami). 
A. The identification of Plasmodium metabolites with immunosuppressive properties. 
B. The effect ofthese metabolites on APCs and effector (C04+ and C08+) T cells. 
e. The role ofTreg cells in the outcome ofprotective immunity. 
. f C04+C02S+CD4SRBintennediale.low J' d' Pd""" .The dynamlcs 0 popu atlons urIng . C. a anu 1I11ectlOns 
(virulent OS and non-virulent OK strains) has been fol!owed. Preliminary results indicate a 
significant decrease in the numbers of C04+C02S+C04SRBinlennediate-low T cells during 
infection with the OS and OK strains (P<O.OO 1 and P<O.OS, respectively). In order to 
determine if Treg celJs follow a similar trend, we are analyzing by semi-quantitative RT-PCR 
the expression of FOXP3, exclusive of Treg cells. Analysis of the modulator properties of 
purified C04+C02S+ T cells in vitro and in vivo will allow defining their suppressive 
phenotype. 
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Suppressive properties of parasite fractions have been assessed using a stimulation assay with 
splenic T cells and the SEB superantigen. Significant inhibition in IL-2 production has been 
associated with parasite proteins. Characterization of these suppressive molecules and their 
interaction with APC and Treg cells is being evaluated. 
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